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Les propriétés toxiques et pathogénes des substances éliminées 
ou diffusées (sécrétions, excrétions, en particulier) par les Hel- 
minthes parasites et, singuli¢rement, les Nématodes, ont fait 
Vobjet de tres nombreuses recherches expérimentales et cliniques 
(clinique médicale, clinique vétérinaire). Cobbold, A. Railliet, 
R. Blanchard, Mourson et Shagdenhauffen, A. Chauffard et 
L. Boidin, Tallgvist, M. Weinberg, Vaullegard, Isaac et Tullien, 
Guy-Laroche, Devé ont, avant 1910, apporté a cette étude une 
importante contribution [4]. : 

On peut séparer, parmi les propriétés pathogénes précitées, les 
actions locales, irritatives, inflammatoires et nécrotiques, d’une 
part et, d’autre part, les manifestations toxiques, anaphylactiques 
et d’hypersensibilité spécifique. Ce second groupe apparait 
comme le plus important sur le plan de la pathologie générale 
et comparée, c’est lui qui fait |’objet de cette étude. 

Dans le domaine des intoxications provoquées par les produits 
d'origine vermineuse, les premiers travaux expérimentaux font 
surtout état de l’action pathogéne des extraits, ou du liquide ccelo- 
mique, d’Ascarides (Ascaris megalocephala Goeze 1787, A. lum- 
bricoides Linné 1758). C’est a Leroy 1910 [2] que revient le 
_mérite d’avoir étudié avec précision chez le Chien, le pouvoir 

toxique du liquide ccelomique d’A. megalocephala et d’avoir 
établi la dose minima mortelle de ce produit, isotonisé, par la 
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voie veineuse (8 cm*® par kg. d’animal) ; ce méme auteur a tenté 
d’isoler une fraction toxique de liquide ccelomique qu’il situait 
parmi les protéines. T. Shimamura et H. Fig entre 1917 et 
1925 [8, 4], confirmérent pour A. lumbricoides les travaux de 
Leroy et isolérent sous le nom d’ « ascaron » une substance 
toxique qu’ils considérérent comme un mélange de peptones et 
d’albumoses ; P. Simonin en 1920 [5] établit chez le Lapin la 
dose minima mortelle du liquide ccelomique d’A. megalocephala 
par la voie veineuse qu’il fixa 4 1 cm* par kilogramme de Lapin. 

En 1939, M. Macheboeuf et R. Mandoul [6, 7], traitant des 
broyats d’ A. megalocephala par l’acide trichloracétique obtien- 
nent une substance toxique thermolabile (perte d’activilé en huit 
jours a 0° et en dix minutes a 100°), située dans la fraction des 
polypeptides, tuant le cobaye par la voie veineuse 4 la dose de 
3 cm® (1,5 g. de ver par kg. d’animal). Enfin R. Deschiens en 
1942 [8] montre que les extraits trichloracétiques de Nématodes 
et de Cestodes conservent, en solution aqueuse ou isotonique, leur 
perennité d'action par congélation 4 — 15°, ce qui permet le stoc- 
kage et facilite ]’expérimentation ; il montre, en oulre, que sui- 
vant les lots de vers ulilisés, la dose toxique minima mortelle 
pour le Cobaye, par la voie veineuse, d’extrait trichloracétique, 
en solution isotonique, varie de | a 3 g. de ver (2,5 a 6 cmS) 
pour A. megalocephala. . 

En ce qui concerne les manifestations anaphylactiques et 
d’hypersensibilité spécifique, les premiéres certitudes expéri- 
mentales ont été apportées par A. Chauffard et L. Boidin 
(9, 40, 44], par Ghedini et Zamorani, par M. Weinberg et Ciuca 
[42], et par M. Weinberg et P. Seguin [413], relativement au 
liquide hydatique de la larve d’Echinococcus granulosus, étudié 
sur le Lapin, le Cheval et le Cobaye. D’autre part, les relations 
de M. Weinberg et A. Julien (1911) [44], ont montré chez le Che- 
val et chez le Cobaye la réalité de choes anaphylactiques spéci- 
fiques, parfois mortels 4 partir du liquide ccelomique d’A. mega- 
lacephala. 

La discrimination des manifestations toxiques et des chocs 
anaphylactiques en rapport avec les substances toxiques vermi- 
neuses est parfois complexe, mais elle est évidente. 


I. — TECHNIQUES DE PRELEVEMENT, PD’ EXTRACTION 
ET DE FRACTIONNEMENT DES SUBSTANCES TOXIQUES VERMINEUSES 


Le caractére labile des substances toxiques vermineuses, dont 
eertaines perdent leur activité en trois jours A 20° et en huit 
jours a 0°, implique des conditions de récolte, de préparation et 
de conservation appropriées. Le prélévement du liquide ccelo- 
mique d’ascaris se fait par section des deux extrémités du ver 


lavé a l’eau physiologique et par expression ; le prélévement du 
liquide hydatique se fait par ponction évacualrice des kystes vis- 
céraux. Les produits doivent étre utilisés dans les quarante-huit 
heures ou stockés & —15°. Ils peuvent étre éventuellement stéri- 
lisés et isotonisés par dialyse et par filtration sur bougie L?. Les 
extraits aqueux de tissus d’helminthes broyés (lavage a eau 
physiologique, broyage au broyeur de Borrel, ou en présence 
de perles de verre dans un agilateur & secousses) peuvent s’obte- 
nir dans l’eau distillée ou dans l’eau physiologique ; ils sont 
clarifiés par centrifugation de vingt minutes a 3.000 tours et sté- 
rilisés par filtration. 

Les tissus de vers, desséchés par le vide, immédiatement aprés 
leur prélévement, et broyés au mortier jusqu’a réduction en poudre, 
puis utilisés immédiatement sous forme d’extrait aqueux, ou ulté- 
rieurement apres conservation 4 —15°, donnent un matériel satis- 
faisant. Les extraits alcooliques, acétoniques, éthérés, repris en 
suspensions ou en solutions aqueuses ou physiologiques, sont peu 
toxiques et doivent étre exclus (fractions glucido-lipidiques et poly- 
holosidiques). 

Les extraits trichloracétiques (Machebceuf et Mandoul, Des- 
chiens) représentent le matériel expérimental de choix (extraction 
des polypeptides) ; ils sont préparés par le traitement d’une masse 
de tissus broyés ou de liquides vermineux, par un poids égal 
d’acide trichloracétique & 8 p. 100; le produit obtenu est broyé 
finement dans un agitateur 4 secousses 4 perles de verre, pendant 
une heure et demie 4 deux heures, on centrifuge et on obtient, 
par séparation du culot, un liquide clair contenant les substances 
hydrosolubles non précipitables par Vacide_ trichloracétique. 
L’acide trichloracétique est éliminé par dialyse sous pression 
constante, puis la solution obtenue est isotonisée par dialyse en 
présence d’une solution de ClNa 4 9 p. 1.000. Le liquide recueilli 
est opalescent, son pH est de 6,5, il contient des polypeptides a 
grosses et moyennes molécules et du glycogéne. Le glycogéne est 
éliminé par précipitation dans l’alcool a 50°. 

La fraction toxique ainsi obtenue présente une toxicilé sensi- 
blement égale au volume ou au poids initial des produits ver- 
mineux traités ; elle contient la plus grande partie des substances 
toxiques vermineuses qui peuvent, dés lors, se situer dans le 
groupe des bases et des acides aminés. 


2° TL INTOXICATION AIGUE 
PAR LES SUBSTANCES TOXIQUES VERMINEUSES. 


L’intoxication aigué expérimentale par les substances toxiques 
vermineuses est facilement réalisable avec l’extrait trichloracé- 
tique d’A. megalocephala ; Je liquide ccelomiqne et J’extrait 
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aqueux, du type Fairley, d’A. megalocephala donnent des résul- 
tats assez satisfaisants mais nécessitent une posologie plus éle- 
vée. Les extraits trichloracétiques de Tenia solium L. 1767, de 
T. saginata (Goze 1782), de Fasciola hepatica (L. 1758), le 
liquide hydatique, utilisables dans l'étude de l’intoxication chro- 
nique expérimentale, ne le sont pas dans intoxication aigué. 

Les extrails  trichloracétiques d’Enterobius vermicularis 
(L. 1767) et d’Ancyclostoma duodenale Dubini 1848, sont en 
cours d’étude. 

Les animaux de choix dans l'étude expérimentale des subs- 
tances toxiques vermineuses sont dans l’ordre, le Cobaye, le 
Lapin, le Chien, le Chat; le Cheval conviendrait en raison de sa 
sensibilité, mais son usage n’est évidemment pas pratique. L’in- 
jection des substances toxiques doit étre faite par la voie vei- 
neuse en solutions isotoniques et avec des produits frais (moins 
de quarante-huit heures) ou stabilis¢és 4 —15° (Leroy, Weinberg, 
Schimamura et Fujii, Simonin, Machebceuf et Mandoul, Des- 
chiens). Chez le Cobaye, l’injection intra-cardiaque est plus facile 
a réaliser que l’injection jugulaire, elle est en soi bien suppor- 
tée ; Phémopéricarde est exceplionnel. Les animaux utilisés doi- 
vent élre homogéncs ; on prendra, par exemple, des Cobayes de 
400 a 600 g. 

La dose toxique minima mortelle avec les extraits trichlora- 
cétiques d’A. megalocephala, est de 2 & 6 cm® par kg. de 
Cobaye, soit 1 438 g. de ver. Le liquide ccelomique d’ascaris tue 
le Chien a la dose de 8 4 10 cm* par kg. (Leroy), le Cobaye a la 
dose de 3 4 5 cm® par kg. (Deschiens), le Lapin 4 la dose de 
1 em* par kilogramme (Simonin). 

Avec une dose léthale, la mort survient, chez le Cobaye, en dix 
i vingt minutes, aprés des accidents ayant le caractére du choc 
histaminique. Les prodromes consistent en une attitude anxieuse, 
de la palpitation des narines, des éternuements. A la période 
d’état (période d’excitation), on voit apparaitre une accélération 
des mouvements respinatoires, de la dyspné, une chute de la pres- 
sion artérielle ; enfin, l’animal tombe sur le cété et présente des 
convulsions du type clonique, puis tonique. Alors, la phase réso- 
lutive apparait ; on note une hypotonie musculaire et la dispari- 
tion du réflexe cornéen ; la mort survient en apnée respiratoire, 
Varrét de la respiration précédant Varrét du cceur. Le sang pré- 
levé au cours de la période terminale présente une coagulation 
retardée ou ne coagule pas. 

Tous ces caractéres bio-pathologiques sont ceux des chocs his- 
faminiques et anaphylactiques. La symptomatologie observée 
chez le Chien, le Chat, le Lapin et le Cheval est analogue. 

Lorsqu’on reste, chez le Cobaye, dans une fraction voisine, 
50) p. 100 de la dose minima mortelle, on observe des crises con- 
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vulsives et un broncho-spasme qui se résolvent en six a vingt- 
quatre heures ; l’animal se rétablit. Une dose de 25 p. 100 de la 
dose minima mortelle ne donne pas d’accidents immédiatement 
décelables. 

Ces derniéres constatations militent en faveur de la sépara- 
tion des, accidents anaphylactiques et de ceux de l’intoxication 
aigué par les substances toxiques vermineuses puisque l’on sait 
que J’injection déclenchante dans l’anaphylaxie est provoquée 
par une dose trés faible, et que nous voyons, dans |’intoxication 
aigué par les substances toxiques vermineuses, une action patho- 
géne en rapport avec la posologie utilisée, nulle avec de petites 
doses, mortelle avec des doses élevées. 

Les examens anatomo-pathologiques des animaux morts 
d’intoxication aigué, toujours concordants, montrent des lésions, 
surtout pulmonaires, du type de l’oedéme aigu du poumon 
(alvéolite séreuse et hémorragique) et des bronches contractées ; 
on note aussi de la congestion hépatique et de la congestion 
rénale. Ces désordres anatomiques sont ceux de ]’intoxication 
aigué par |’histamine et du choc anaphylactique mortel. 

Les analogies des états biologiques et de la symptomatologie 
résultant de V’intoxication aigué par les substances toxiques ver- 
mineuses et de l’intoxication aigué par |’Histamine, doivent étre 
considérées attentivement. Nous retrouverons ces caractéres com- 
paratifs au sujet des essais d’identification des substances toxi- 
ques vermineuses. 

Séparation de Vintoxication aigué par les substances toxiques 
vermineuses et des manifestations anaphylactiques et d’hypersensi- 
bilité. — On sait que l’anaphylaxie, découverte par Richet et Por- 
tier, A partir d’un venin d’actinie, l’actino-congestine, peut étre 
réalisée avec les sérums comme avec les venins (Arthus 1903) 
chez le Lapin et chez le Cobaye (Otto 1906) en particulier ; elle 
peut s’observer avec la plupart des protéides, et les extraits ver- 
mineux sont capables de déclencher des phénoménes de choc 
anaphylactiques ou des accidents d’hypersensibilité spécifique ou 
de groupe. Des faits de cette nature ont été singuli¢rement rela- 
iés par Chauffard et Boidin, par Ghedini et Zamorani, par Wein- 
berg et Ciuca, en utilisant le liquide ccelomique d’Ascaris ou le 
liquide hydatique ; leurs conditions de réalisation et leur cons- 
tatation sont classiques et dans une récente monographie, 
M. Rocha e Silva, S. Audrade et R. Teixera (1946) [45], ont fait 
une bonne mise au point de |’étude analytique du choc anaphy- 
lactique chez le Chien avec l’extrait d’ Ascaris. 

La distinction entre les phénoménes d’intoxication aigué par 
les substances toxiques vermineuses et les accidents anaphylac- 
tiques par les extraits vermineux est rendue délicate en raison 


de V’identité des caractéres biologiques et cliniques du choc. Sans. 


oo 


° % ad “ by a 5 Ls 4 ~ al . —< a" *-* , 
. Set es a ee 
4 
i 
* 
- 402 ; ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 
. 
doute le syndrome est commun, mais l’analyse des conditions 
¥ d’apparition des troubles permet la discrimination. 
Dans l’intoxication aigué, les accidents mortels sont déclen- 
\ chés par une dose massive d’emblée d’extrait vermineux ; 2 cm* 
d’extrait trichloracétique d’ascaris par kilogramme de Cobaye, 
d par exemple, injectés dans la veine. Dans le choc histaminique 
a mortel, les phénoménes pathologiques ont pour origine une injec- 
fe tion intra-veineuse de 500 a 600 » de chlorhydrate d’histamine. 
% Dans le choc anaphylactique, au contraire, l’animal doit d’abord 
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. Fic. 4. — Poumon de Cobaye : Intoxication chronique par l'extrait d’A. megato- 
cephala. Bronches contractées, infiltration de la trame pulmonaire, foyers 
dalvéolite hémorragique. (Gross. : 90 diamétres.) 


recevoir une injection préparante intra-péritonéale ; de 1 em* par 
exemple, par kilogramme de Cobaye ; les manifestations morbides 
napparailront qu’é Voccasion d’une seconde injection déchatnante 
faite avec une dose minime, 1/10 de centimetre cube, par exemple 
par kilogramme de Cobaye, introduite par la voie intraveineuse, 
vingt jours apres l’injection préparante. Pendant cette période de 
lutence, VYorganisme s’est sensibilisé et a formé un anticorps 
vis-a-vis de l’antigéne injecté ; c’est Vinjection seconde qui pro- 
voque le choe résultant du conflit antigéne-anticorps. 
L’hypothése, dans V intoxication aigué mortelle du Cobaye 
par ]’extrait d’Ascaris du Cheval, par exemple, d’un choc ana- 
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phylactique répondant 4 une imprégnation préparante spontanée 
ne semble pas soutenable, car l’imprégnation premiére du 
Cobaye par une protéide de lascaris du Cheval est hors de vrai- 
semblance. En outre, l’imprégnation par une protéide voisine ou 
identique, appartenant & un Helminthe propre du Cobaye, im- 
pliquerait un comportement différent des différents Cobayes sui- 
vant qu‘ils sont ou non parasilés; or, tous sont tués par des 
doses pratiquement identiques. 


: acipe | 
83° L°INTOXICATION SUBAIGUE ET CHRONIQUE 
PAR LES SUBSTANCES TOXIQUES VERMINEUSES. 


Nous avons vu que |’intoxication aigué par les substances toxi- 
ques vermineuses n’élait réalisable qu’avec des produits d’une 
toxicité élevée comme 1’extrait trichloracétique et le liquide ccelo- 
mique d’A. megalocephala ; ou encore, avec le liquide hydatique 
concentré. Ces conditions d’intoxication ne permettent pas de 
révéler le pouvoir toxique de nombreux extraits d’Helminthes, 
celui-ci ne peut étre mis en évidence que par une imprégnation 
lente qui se rapproche d’ailleurs de la maladie parasitaire natu- 
relle. 

L’intoxication subaigué et chronique (R. Deschiens et M. Poi- 
rier 1946-1948) [416] s’obtient par des injections hypodermiques, 
intramusculaires ou intrapéritonéales de substances toxiques ver- 
mineuses ou de produits pathogénes, renouvelées tous les deux 
jours pendant vingt a trente jours conséculifs, par exemple, avec 
des doses variables selon les espéces, d’extraits ou de produits 
vermineux. Le contréle des manifestations et des réactions bio- 
logiques des animaux peut étre conduit méthodiquement et chro- 
nologiquement. L’animal de choix pour |’expérimentation est le 
Cobaye de 400 4 600 g.; le Chat, le Lapin et le Chien sont uti- 
lisables ; le Rat et la Souris sont trés résistants et a écarter ; 
Yexpérimentation doit étre conduite avec des séries de 6 a 10 
animaux. Les produits vermineux et les substances toxiques ver- 
mineuses éprouvées suivant cette technique sont a ce jour : le 
liquide ccelomique et l’extrait trichloracétique d’A. megaloce- 
phala, le liquide hydatique et l’extrait trichloracétique de liquide 
hydatique, les extraits trichloracétiques de T. saginala, de 
T. solium [17] et de Fasciola hepatica [16], l’extrait aqueux de 
Strongylus equinus (Muller 1780), les extraits d’Oxyures, d’An- 
kylostomes et de Botriocéphales ; ces derniers si intéressants dans 
leurs relations avec l’anémie vermineuse, sont 4 ]’étude (1). L’ac- 
tion pathogéne des extraits s’exerce électivement sur le pou- 


(1) Les recherches de A. Calmette et M. Breton, puis celles de 
Weinberg et Léger (1908) ont montré l’action hémolysante in vitro 
des extraits aqueux d’ankylostomes et d’cesophagostomes. 
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mon, les reins, le foie, la rate qui sont le siége d ‘infiltration, de 
nécrose, d’ectasies vasculaires et d’hémorragies. Le sang est, 
dans certains cas, le siége d’altérations. | 

Chez le Cobaye, par exemple, traité pendant vingt jours par 
une injection tous les deux jours de 2 cm® de liquide hydatique 
par kilogramme d’animal, soit au total 20 cm* de liquide hydatique, 
on assiste a l’évolution d’une maladie expérimentale rappelant, 
dans une certaine mesure, la cachexie parasitaire des animaux 


domestiques. ah 
On constate cliniquement un amaigrissement progressif de 


Fic. 2. — Poumon de Cobaye : Intoxication chronique par le liquide hydatique : 
Bronches exsudatives, infiltration, alvéolite séreuse avec infiltration (Gross. : 
100 diamétres.) 


animal qui peut atteindre 40 p. 100 du poids initial, puis l’appa- 
riiion dans la période terminale de la maladie d’une dyspnée et 
d’un broncho-spasme. La mort survient généralement entre le 
quinziéme et le vingt-deuxiéme jour. Les examens hématologi- 
ques montrent une polynucléose marquée (augmentation moyenne 
de 50 p. 100) sans modification du taux des éosinophiles [48]. 
La symptomatologie observée dans l’intoxicalion subaigué +t 
chronique par Jes extrails d’ascaris, de tania et de douves est 
semblable. Les lésions anatomo-pathologiques releyées dans V’in- 
toxication expérimentale du Cobaye et du Chat par Vextrait 
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dA. megalocephala, par le liquide hydatique et par l’extrait de 
a: Saginata ont un caractére homogéne en ce qui concerne leurs 
localisations et les altérations qu’elles provoquent, mais A des 
degrés divers suivant la substance toxique vermineuse utilisée et 
la posologie relenue. Le poumon, le rein et le foie sont cons- 
tamment touchés. 

L’extrait d’A. megalocephala, particuli¢rement toxique, provo- 
que des accidents inflammatoires, hémorragiques et nécrotiques ; 
le poumon est le siége d’une alvéolite séro-hémorragique, les 


Fic. 3. — Rein de Cobaye. Intoxication chronique par ]’extrait trichloracétique 
dA. megalocephala : Tuméfaction, trouble et dégénérescence granuleuse des 
tubes contournés, foyers d infiltration hémorragique (Gross. : 200 diamétres.) 


bronches sont contractées et exfoliées (fig. 1), les reins montrent 
de la dilatation et des hémorragies des glomérules et de la 
nécrose des tubes contournées (fig. 3 et 4), le foie est atteint 
d’ectasie vasculaire et de stéatose. 

Le liquide hydatique suscite des lésions analogues aux précé- 
dentes (fig. 2), mais son action nécrotique sur le rein est plus faible 
et moins constante. L’extrait de T. saginala provoque surtout des 
lésions congestives, irritatives et cedémateuses, plus rarement des 
phénoménes dégénératifs. L’anémie du type plastique est rele- 
vée de facon assez fréquente, la polynucléose neutrophile (aug- 
mentation de 40 4 80 p. 100) est la régle, sans éosinophilie géné- 
rale, chez le Cobaye. 


406 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La symptomalologie et les lésions observées montrent ‘une 
grande analogie avec celles qui sont notées dans |’intoxication 
chronique par |’Histamine (R. Deschiens et M. Poirier 1947) [49]. 


4° [pENTIFICATION DES SUBSTANCES TOXIQUES VERMINEUSES. 


Pour des raisons d’ordre, il semble ulile de séparer les subs- 
tances toxiques vermineuses el les antigénes sensibilisants ou 
anaphylactisants d’origine vermineuse. 

En ce qui concerne les substances toxiques vermineuses, dont 


Fic. 4. — Rein de Cobaye, intoxication chronique par l’extrait trichloracétique 


d’A. megalocephala. Dilatation et wdéme des glomérules (Gross. : 150 dia- 
métres.) 


les effets biologiques ont été précisés expérimentalement jusqu’a 
ce jour, la certitude est acquise que la plupart d’entre elles 
appartiennent au groupe des polypeptides a grosses et moyennes 
molécules solubles dans l’acide trichloracétique (Macheboeuf et 
Mandoul). 

Les analogies entre les manifestations de l’intoxication aigué 
ou chronique par les substances toxiques vermineuses et celles de 
intoxication aigué ou chronique par le chlorhydrate d’Histamine 
ont suscité lhypothése que l’une des substances toxiques ver- 
mineuses était l’Histamine. Les recherches entreprises en yue 
de cette identification par R. Deschiens et M. Poirier {416} ne 
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permettent pas celle conclusion. Sans doute, le Cobaye peut étre 
| protégé contre des accidents aigus mortels par les substances 
3 toxiques vermineuses avec une injection antécédente d’antihis- 


3 *,5 mg. de N.P. métoxybenzol-N. diméthylaminoéthytl-amino 
pyridine = 2787 RP protégent 1 kg. de Cobaye contre la dose 
manima mortelle de S.T.V.) et la réaction de Pauly (diazoréaction) 
est positive pour l’extrait trichloracétique d’A. megalocephala, et 
ces deux constatations militeraient en faveur de la présence d’His- 
tamine dans la substance toxique vermineuse. Cependant |’ épreuve 
biologique spécifique de ]’Histamine : la contraction de l’intestin 
isolé de Cobaye suivant la technique de Barsoum et Gadoum est 
négative pour le liquide ccelomique et l’extrait trichloracétique 
d’A. megalocephala, et ne déctle que 2 » d’histamine par cen- 
timétre cube dans le liquide ccelomique d’A. suum. En utilisant 

des doses atteignant 2 & 5 cm® d’extraits trichloracétiques 

Z d’A. megalocephala, de T. saginata, de liquide hydatique ou de 
liquide ccelomique, on ne provoque pas Ja contraction du viscére 
(R. Deschiens et Bovet 1946), méme en utilisant la technique de 
Halpern qui permet de déceler la présence de 0,1 + d’Histamine, 
pour 5 cm*® par exemple [fig. 5] (2). 

On peut dédnire de ces données que histamine libre n’est pas 
présente 4 des doses suffisantes dans les substances toxiques ver- 
mineuses pour expliquer leur action pathogéne. 

I] parait légitime de faire Vhypothése que les polypeptides 
actifs des substances toxiques vermineuses sont des bases ami- 
nées voisines de |’Histamine ou encore des amino-aeides toxo- 
genes capables de former ou de libérer de V’histamine lorsqu’ils 

. sont introduits dans |’organisme. La séparation des constituants 

ea de Ja fraction polypeptidique isolée des substances toxiques ver- 

; mineuses par diaphorése ou par des techniques physico-chimi- 
ques appropriées est de nature & permettre des identifications 

> chimiques. Ce sujet est l’objet d’investigations actuelles et doit 

étre considéré par les chercheurs. 
Les fractions protéiques, proprement diles, des extrails ver- 


(2) On sait que 500 4 1.000 » de chlorhydrate d’histamine introduils 
par la voie veineuse sont nécessaires pour tuer 1 kg. de cobaye, Or, 
2a 6 cm? d’extrait trichloracétique, ou 3 4 5 cm* de liquide ccelomique 
d’A. megalocephala tuent 1 kg. de cobaye et ne contiennent cependant 
que moins de 0,1 » d’histamine libre pour 2 cm*. : 

D’autre part, le liquide ccelomique d’A. suum ne contient que 2,5 » 
au maximum, d’histamine, par centimétre cuble (R. Cavier, 1948), soit 
12,5 + pour 5 cm%, dose absolument insuffisante pour déterminer des 
accidents d’histaminisme aigu, puisqu’elle représente 1,25 p. 100 de la 
dose minima mortelle d’histamine par kilogramme de cobaye (1.000 y) 
par la voie’ veineuse. ‘ 


taminiques de synthése (0,5 cm* d’une solution a 0,5 p. 100=. 
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mineux apparaissent surtout comme allergisantes et anaphylac- 
tisantes (M. Weinberg et A. Julien, 19138; T. Shimamura 1918 ; 
L. Morénas 1928 ; Judasson 1928; Ciculesco 1927; F. Fulleborn 
1930) ; elles sont présentes dans les extraits vermineux aqueux et 
dans les antig8nes du type Fairley qui sont utilisables pour éta- 
blir les réactions spécifiques ou de groupe, d’hypersensibilité 
cutanée, ou de fixation du complément, dans certaines helmin- 
thiases ; elles permettent d’obtenir le transfert passif de lhyper- 
sensibilité (Phénoméne de Prausnitz-Kutzner). Les facteurs aller- 
gisants et anaphylactisants des extraits vermineux seraient pré- 
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Fic. 5. — Epreuve de extrait trichloracétique d’A. megalocephala sur l'intestin 
isolé du Cobaye. De gauche a droite : 1° Contraction avec 40 y de chlorhydrate 
Whistamine ; 2° Deuxieme contraction avec 10y de chlorhydrate d'histamine ; 
3° Absence de contraction avec 1 cm* d’extrait d’A. megalocephala ; 4° Con- 
traction avec 20y d’histamine ; 5° Absence de contraction avec 2cm® d’extrait 
trichloracétique d’A. megalocephala ; 6° Contraction avec 10 y @histamine 
mélangés & 2 cm* d’extrait d’A. megalocephala montrant l’absence de facteur 
anti dans lextrait d’ascaris. 


sents, non seulement dans Ja fraction protéique, mais aussi dans 
des fracuions glucido-lipidiques (3), glucido-protéiques et poly- 
holosidiques des produits vermineux (R. Pautrizel et S. Sarreau 
(20), J. Oliver-Gonzalez [24)). 

L’identification des substances allergisantes et anaphylactisante S 
des tissus d’Helminthes est un probleme complexe qui suppose 
une connaissance chimio-biologique précise des Ror de 
ceux-cl. Cet ordre de recherches a été abordé, et Naim Kent et 
M. Machebceuf [22] ont montré, en particulier, sa les protéides 
des tissus de T. saginata et de Moniezia expansa contiennent des 


(3) Tallquist admettait que dans les anneaux de botriocéphale, il 
existe une substance lipoide hémolysante et une substance protéique 
cachectisante, 
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—cénapses protéines-acides biliaires et glycogéno-protéiques dont 
on ne connait pas l’équivalent dans la série animale ; ils les 
désignent sous le nom de Baerine (4) et de Moniezine. 


* 
* ok 


Les conclusions générales autorisées sont les suivantes 
Les produits pathogénes d’origine vermineuse peuvent étre 
divisés suivant leurs modalités d’action en deux groupes 

1° Les substances loxiques vermineuses polypeptidiques, 2° les 
substances allergisantes et anaphylactisantes protéidiques, glucido- 
lipidiques et polyholosidiques. 

Les substances allergisantes sont éosinophilogénes, les S.T.V. 
ne le sont pas. 

L’action pathogéne des substances toxiques vermineuses peut 
étre mise en évidence expérimentalement chez le Cobaye, le Chat 
et le Lapin, soit par intoxication aigué, soit par intoxication chro- 
nique ; la maladie expérimentale créée dans ces conditions se 
rapproche de la maladie naturelle. 

L’intoxication aigué et l’intoxication chronique par les sub- 
stances toxiques vermineuses provoquent des réactions biologiques 
et une symptomatologie comparables 4 celle de l’intoxication his- 
taminique aigué ou chronique. 

Les lésions anatomo-pathologiques de l’intoxication vermineuse 
chronique consistent en infiltrations inflammatoires cedémateuses 
et en phénoménes nécrotiques frappant électivement le poumon, 
le rein et le foie. Une anémie plastique vermineuse est assez 
souvent notée. 

Les substances toxiques vermineuses appartenant au groupe des 
Polypeptides ne sont pas identifiables a ]|’Histamine, mais on peut 
légitimement admettre que ce sont des bases aminées ou des 
amino-acides voisins ou capables de libérer, ou de former, de 
Vhistamine dans |’organisme. 

Les substances vermineuses allergisantes et anaphylactisantes 
sont distinctes des substances toxiques vermineuses; elles 
semblent appartenir, en particulier, aux fractions protéiques pro- 
prement dites, glucido-protéiques et polyholosidiques. 

Sur le plan pratique, et avec cette réserve que la base du trai- 
tement des helminthiases reste évidemment du domaine de la thé- 
rapie chimique et galénique, la connaissance des subsiances 
toxiques vermineuses apporte non seulement ‘une explication 
pathogénique de certaines maladies parasitaires, mais aussi, 


(4) En hommage & l’helminthologiste P. Baer, professeur a l’Univer- 
sité de Neuchatel. 


in 
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ouvre une voie a la possibilité d’actions thérapeutiques antitoxiques 
ct symptomatologiques (antihistaminiques de synthése) dans les 
accidents aigus. 
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RECHERCHES SUR LE MODE D’ACTION BIOCHIMIQUE 
DE LA TYROTHRICINE DANS LES METABOLISMES 
D'UNE BACTERIE: CLOSTRIDIUM SPOROGENES 


par F. GROS, M. MACHEROKUF et Cotzrrs LATTERRADE. 


L’élude biochimique du mode d'action de la Tyrothricine a 
déja fait objet de quelques travaux. 

Isolée par Dubos en 1939, 4 partir d’un bacille sporulé tellu- 
rique, Bacillus brevis, la Tyrothricine, mélange dont on a séparé 
deux polypeptides : Ja gramicidine et la tyrocidine, se différencie 
assez netiement par quelques propriétés générales des deux: anti- 
biotiques dont nous avons déja étudié les modes d’action : péni- 
ceilline et streptomycine [4, 2]. En effet, sa structure chimique 
(polypeptides) lui confére une propriété dépressive particuliére- 
ment marquée vis-a-vis de la tension superficielle. Ceci permet 
de Vapparenter, suivant Hotchkiss et Dubos, au groupe des sub- 
stances eationiques douées de propriétés détergentes. 

Nous verrons, cependant, que l’action antibiotique de la Tyro- 
thricine met en ceuvre des réactions plus complexes que les seules 
modifications de tension superficielle ; elle jouit, en effet, comme 
nous allons le montrer, de propriétés inhibitrices vis-a-vis de cer- 
lames réactions métaboliques. — 

Le Clostridium sporogenes constituait un matériel de choix pour 
étude du mode d’action de la tyrothricine, car, anaérobie sporulé 
Gram-positif, appartenant 4 un groupe particulicrement sensible 
A T’action de la Tyrothricine [8], il présente un métabolisme actif 
dans tous les domaines ot |’action de la Tyrothricine pouvait se 
faire sentir plus spécialement ; la facilité avec laquelle ce microbe 
s’autolyse, jointe 4 la netteté de ses phénoménes de phosphory- 
lation glucidique, nous ont permis d’apporter quelques clartés 
sur le méeanisme d’action biochimique de la Tyrothricine. 


Propriétés lytiques de la Tyrothricine. 


Nous avons tenu, tout d’abord, a4 vérifier l’action lytique de la 
Tyrothricine et 4 suivre cette action par des mesures pondérales. 

On peut estimer l’activité bactériolytique de la Tyrothricine 
aprés divers temps de contact entre les microbes et cette substance 
en recueillant les cadavres bactériens résiduels pour les sécher et 
les peser. 
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Nous avons opéré a diverses températures. On voit que, méme 
a basse température (+2 ou +4° C), Vaction lytique de la Tyro- 
thricine est trés marquée. Voici les résullats de deux expériences 
réalisées avec des émulsions microbiennes de densités différentes. 
Les poids des corps microbiens résiduels sont exprimés en mg. 
Premiere expérience & la température de +4° C: 


TABLEAU I. 


TEMPS ZERO | 2 HEURES 16 HEURES 


Témoin sans antibiotique. ..-..... 92 90 78 
En présence de tyrothricine 400 ug./ml* 92 68 58 


Deuxiéme expérience: +2° et 37°. Durée de l’expérience : 
une heure. 


TABLEAU [I]. 


TEMPERATURE + 2° TEMPERATURE + 37° 


Meno My see we, wee eel ge Ae 40 POMOU eee on ce Len es 36 
Tyrothricine. Tyrothricine. . 


En l’absence d’antibiotique, les germes se lysent lentement, 
mais la Tyrothricine active fortement le phénoméne. Nous avons 
déja montré que, dans les mémes conditions, la pénicilline et la 
streptomycine (a doses élevées) inhibent, au contraire, la lyse 
cellulaire [4]. 


Tapteau Ill. — A. 4+ 4° G (durée une heure). 


MICROBES LIQUIDE AMBIANT 


: ; N exprimé 
Acide phosphorique|Acide phosphorique}] en millilitres de 
NH, N/10 


ow 
i 


PLOMIOLM: ((A))etteas cts burs 240 270 5 
Dypothricines «2. os 36 6 


_(1) Cette suspension témoin qui resta une heure a la glaciére constitua également le 
témoin au temps initial du tableau IV. 2 
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La lyse des cellules s’accompagne, naturellement, du passage 
en solution de divers constituants cellulaires. C’est ainsi que les 
: ie 
dosages de Vazote et de Vacide phosphorique dans le liquide 
ambiant et dans les cellules permettent de suivre la lyse cellulaire. 


TasLgau 1V. — B. + 37° G (durée une heure). 


MICROBES LIQUIDE AMBIAN? 


Acide phosphorique| Acide phosphorique total en: ml. 


N/10 
MEMOINN... Hee iz Aas 210 330 5,43 
PE VROtHTICING: 6 cag) bk 24 600 . 41,70 


L’examen des tableaux III et IV nous montre qu'il ne s’agit 
pas d'un simple passage sans transformalion des constituants 
cellulaires dans le liquide ambiant. On voit, en effet, que la quan- 
tité totale d’ions phosphoriques (microbes + liquide ambiant) 
s’accroit trés sensiblement pendant la lyse cellulaire (aussi bien a 
+4° qu’a +387°). Il y a done destruction d’esters phosphoriques. 
Nous avons voulu approfondir ]’étude de ce phénoméne. 


Action de la Tyrothricine sur les échanges en ions phosphoriques 
du Clostridium non proliférant. 


Nous avons recherché comment se répartissaient les ions phos- 
phoriques a lVintérieur et a )’extérieur des cellules de Clostridium 
non proliférant, traité ou non par la Tyrothricine. Pour étudier 
Yaction de cette substance, nous avons utilisé des émulsions 
aqueuses de Tyrothricine. Nous avons ajouté 1 ml. de ces émulsions 
i 1 ml. de suspension microbienne qui comportait 40 mg. de 
microbes (poids sec). Le volume était complété partout 45 ml. par 
de l’eau physiologique. L’expérience fut réalisée a Ja température 
de + 4°. Les mélanges furent étudiés 4 des instants variables. Par 
centrifugation, on séparait les corps microbiens afin d’étudier sépa- 
rément le liquide ambiant et les cellules. 

Pour le liquide ambiant (désigné par Ext. dans le tableau ci- 
contre) on se contenta de doser les ions phosphoriques aprés 
défécation trichloracétique. 

Pour les corps microbiens (désignés par Int. dans le tableau), 
on pratiqua une macération dans 5 ml. d’une solution a 20 p. 100 
d’acide trichloracétique pendant huit heures a +4°, puis on dosa 
les ions phosphoriques dans |’extrait. 

Les résultats sont exprimés, dans le tableau V, en pg d’acide 
phosphorique pour 5 ml. des mélanges. 
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T; représente la quantité totale d’acide phosphorique néoformé 


aprés deux heures. 
aan + : at ‘ 
T,, représente la quantité totale d’acide phosphorique néoformé 
apres quarante-huit heures. 


TABLEAU Y. 


TEMPS ZERO 2 HEURES 48 HEURES 


+S = = = Bey us s pe) 

a n oO * o =I K ° 

ro aed Mpa aN tse ge = eet 2 te a Da 
—_— — | — 


340 /720| 9 | 2409 


Témoin: ..... . .'. ./450| 60/540 /435 | 841519)/480 
Tyrothricine 40 pg./cm’ . . 342 ]192 |534 }480 |528 |708 | 24 | 498 
Tyrolhricine 400 yg./cm*. . 27/708 |735 | 61708 | 744 | 225 | 204 


On voit, daprés les chiffres de ce tableau, que la ,Tyrothricine 
aux fortes concentrations (400 »g./ml.) active considérablement 
Vissue des ions phosphoriques cellulaires dans le liquide ambiant. 
En effet, tandis qu’aprés deux heures, en absence de Tyrothricine, 
la majeure partie de l’acide phosphorique est encore incluse a 
Vintérieur des cellules, ‘on voit qu’en présence de Tyrothricine, 
la presque totalité des ions phosphoriques a quilté les cellules 
pour se répandre dans le liquide ambiant. L’activation est encore 
visible pour des concentrations trés basses de Tyrothricine. Mais 
nous avons, en outre, observé le fait suivant : 

La quantité totale des ions phosphoriques trouvée aprés deux 
heures dans les tubes renfermant de la ‘Tyrothricine est trés supé- 
rieure a celle qui existe dans les tubes sans Tyrothricine, au méme 
instant, 

La Tyrothricine (aux fortes concentrations) a done considérable- 

- ment activé Uhydrolyse de certaines combinaisons phosphoriques. 

Notons que la néoformation des ions phosphoriques  atteint 
exactement la méme limite (aprés quarante-huit heures) en pré- 
sence ou en l’absence de Tyrothricine. C’est done seulement sur 
la vilesse de libération de ’acide phosphorique qu’influe ici Ja 
Tyrothricine. La Tyrothricine n’agit done pas seulement comme 
un désintégrant cellulaire faisant simplement passer en solution 
les constituants du microbe. Elle accroit considérablement la 
vitesse de formation d’ions phosphoriques. Elle active done la 
décomposition de certains dérivés organophosphoriques. 

En résumé, la Tyrothricine exerce une action lytique trés marquée 
sur les cellules de Clostridium non proliférant. Cette action lytique 
est trés rapide, puisque, aprés une heure de contact a basse tem- 
perature, la dissolution des bactéries est déja tres marquée. 
L‘action lytique doit étre rapportée a la fraction tyrocidine pour 
laquelle Hotchkiss l’a mise en évidence. Mais l’action de J’anti- 
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biotique n’est pas limitée a une dissolution des cellules, elle 
s’accompagne de la désintégration de certains constituants cellu- 
laires et, en particulier, d’esters phosphoriques. Cette constatation 
nous a encouragés a poursuivre |’étude projetée de action de la 
Tyrothricine sur les divers métabolismes. 


Action de la Tyrothricine sur le métabolisme glucidique 
du Clostridium sporogenes. 


Avant d’exposer nos résultats sur ce point, rappclons que, selon 
Hotchkiss [5], la gramicidine doit interférer avec le métabolisme 
phosphoglucidique chez Staphylococcus aureus. En effet, la cap- 
tation des ions phosphoriques par des cellules lavées de ce microbe 
en présence de glucose et de phosphates est pratiquement sup- 
primée. 

Indépendamment de ce phénoméne, Hotchkiss a rapporté que 
la gramicidine était susceptible d’empécher la phosphorylation 
du glucose dans des systemes fermentaires dépourvus de cellules 
(extraits de levures, muscles) [5]. Hotchkiss émet Vhypothése que 
le mode d’action de Ja gramicidine sur les microbes serait d’inhiber 
la synthése des polysaccharides. 

Nous avons repris ces problémes dans le cas du Clostridium 
en faisant une étude systématique des diverses étapes du cata- 
bolisme glucidique. 


1° Action pE LA TYROTHRICINE SUR LA CONSOMMATION DU GLUCOSE 
PAR LE « CLOSTRIDIUM » NON PROLIPERANT. 


Des suspensions de germes lavés furent mises en contact avec 
du glucose en présence ou en absence de Tyrothricine. On dosa 
de temps en temps la quantité de glucose restant. 

Les germes provenaient de cultures sur bouillon VI° glucosé 
i 2 p. 1.000, pendant dix-huit heures. Ils furent Javés deux fois par 
de leau salée 4 9 p. 1.000, puis mis en suspension épaisse dans 
de l’eau salée tamponnée a pH 7,2 (tampon phosphates M/75). 
La concentration finale en glucose ful M/10. La teneur finale en 
germes dans les mélanges correspondait a 10 mg. (poids sec) 
par ml. La Tyrothricine fut utilisée a la concentration finale de 
400 pg./ml. Les mélanges étaient mis dans des tubes de verre 
que l’on scella sous vide. 

Aprés des durées variables de séjour a la température de 40° ioe 
le contenu des tubes fut analysé. Pour cela, nous avons utilisé la 
méthode de dosage du glucose de Hagedorn Jensen [6], aprés 
défécation trichloracétique. 

Les résullats sont exprimés en milligrammes de glucose pré- 
sent dans 5 ml. d’émulsion microbienne. 
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i Tasteau VI. — Action de la Tyrothricine sur la consommation 
du glucose. ‘ 
pd 7 — LL 
ery 1 DUREES D'INCUBATION 
ae oh 
M Ad . 
om Zéro 9 heures 15 heures 
aA uy — 
; Quantité de glucose présente dans le milieu 
ov) en absence de Tyrothricine .... . 100 70 36 
AP Quantité de glucose présente dans le milieu 
Fv.” en présence de Tyrothricine... ... 95 20 62 
a z tt 
r ‘ ‘ CONCLUSION : 
eS, 
si: La Tyrothricine inhibe netlement la consommation du glucose 
par le Clostridium non proliférant jinhibition 40 p. 100 en quinze 
ah heures}. (1). 
Baek Nous avons done cherché a préciser la réaction catabolique sur 
Ba | laquelle influait )’antibiotique. 
My 
art 2° Action pe LA TyYROTHRICINE SUR LES PROCESSUS DESHYDRASIQUES 
QUI ACCOMPAGNENT L’ UTILISATION DU GLUCOSE. 
a ; ; : 
ae Pour cetle étude, nous avons opéré en tubes de Thunberg. Les 
Ns suspensions contenaient 20 mg. de corps bactériens (poids sec) 
a par cenlimétre-cube. Le pH était 7,2 (tampon phosphates M/75). 
we La teneur en glucose était M/50 et la concentration du bleu de 
es méthyléne était M/6.000. La température fut maintenue a 37° 
* (bain-marie). La concentration de Tyrothricine étudiée fut 
yA? 400 pg./ml. (Vantibiolique était introduit sous forme d’émulsion 
ont, * aqueuse). On détermina, dans chaque cas, le temps nécessaire 
Are pour la décoloration totale du bleu de méthyléne. 
1% 
ay 7 Tabieau VII. 
a a. : TEMPS NECESSAIRE 
a sis peice a 4 la décoloration du bleu 
ae 
i Germes souls, y.t.cg a. calkore ts eee . .{Pas de décoloration en 90 minutes. 
“3m Germes)+} "glucose: ius. ais. en 20 minutes. 
Germes + glucose + tyrothricine. . | Pas de décoloration en 90 minutes 
ap See te eer eS 


| (1) Nous rappelons que la pénicilline et la streptomycine ne nous 
; ont pas montré d’action sur la consommation du glucose dans les 
* mémes conditions. 
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Des expériences effectuées avec des doses encore plus faibles de 
Tyrothricine ont montré combien l’action sur les systémes déshy- 
drasiques était intense. Avec 100 wg. par millilitre, inhibition est 
encore totale. Avec 50 yg./ml., Vinhibition n’est plus que partielle, 
mais encore notable. 


CoNCLUSIONS. 


Les faits sont remarquablement nets : la Tyrothricine, a dose 
suffisante, empéche totalement la décoloration du bleu de méthy- 
léne dans des conditions ot, sans antibiotique, cette décoloration 
est obtenue trés rapidement. Ceci prouve que la Tyrothricine inter- 
fére avec certaines phases du catabolisme glucidique, qui s’accom- 
pagnent de transfert d’hydrogéne. Nous avons done cherché a 
préciser quelles étaient ces phases et, pour cela, nous avons tout 
d’abord effectué une étude d’ensemble sur les processus de phos- 
phorylation. 


3° ACTION DE LA- TYROTHRICINE 
SUR LES PROCESSUS DE PHOSPHORYLATION 
QUI ACCOMPAGNENT L UTILISATION DU’ GLUCOSE. 


a) ACTION SUR L’UTILISATION DES IONS PHOSPHORIQUES AU COURS 
DE LA GLYCOLYsE. — Nous avons suivi le sort des ions phospho- 
riques au cours de la glycolyse. Les expériences furent réalisées 
en présence de glucose M/10, avec et sans addition de phosphates 
minéraux. Les suspensions microbiennes renfermaient 40, mg. de 
bactéries (poids sec) par millilitre. Aprés cent-vingt minutes d’in- 
cubation 4 la température de 37° en anaérobiose relative, les 
émulsions sont refroidies a 0°, puis soumises a la défécation tri- 
chloracétique (concentration finale, 10 p. 100). L’extraction acide 
est réalisée pendant huit heures a la température de +4°, aprés 
quoi le contenu des tubes est: centrifugé et l’on détermine la teneur 
en ions phosphoriques du liquide surnageant. 

Les résultats du tableau suivant sont exprimés en pg. d’acide 
phosphorique pour 5 ml. de Il’émulsion (germes + liquide 
ambiant). Ils représentent les quantités d’ions phosphoriques 
estérifiées en absence et en présence de Tyrothricine (400 p,g./ml. 
en émulsion dans |’eau salée). 


Tasueav VIII. 


EXPERIENCE I EXPERIENCE II | expkriEeNceE III 


ees 


TEMOiNG ss sitet ee eee 213 wg. 204 pg. AT4 pg. 
Tyrothricine 400 yg./ml . . 468 ug. 435 pg. 138 peg. 


=> =e 
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On voit que la Tyrothricine diminue Vintensité totale des phos- 
phorylations dans la proportion de 20 a 30 p. 100. 

Ce fait doit étre rapproché des résultats d’Hotchkiss et Dubos 
sur l’intervention de la gramicidine dans les réactions de phos- 
phorylation glucidique. D’aprés ces auteurs, la gramicidine 
empéche la capiation de V’acide phosphorique par les cellules 
lavées de staphylocoque incubées en présence de glucose, En 
d’autres termes, on n’observe plus en présence de gramicidine 
la diminution des ions phosphoriques dans le liquide surnageant 
au cours de la glycolyse. Cependant (toujours selon ces auteurs) 
les réactions de phosphorylation continuent de se dérouler nor- 
malement 4 Tintérieur des cellules. 

Nous allons voir qu’il n’existe pas de différence netle entre les 
actions sur les phosphorylations, de la gramicidine seule ou de la 
Tyrothricine. Ceci apparaitra clairement aprés une étude portant 
sur les diverses ¢lapes du mélabolisme phosphoglucidique. 


b) Acrion DE LA TyROTHRICINE SUR LA FORMATION DES DIVERS 
ESTERS PHOSPHORIQUES AU COURS DE LA GLycoLyse. — Hoichkiss {5} 
avait signalé que la gramicidine empéchait la synthése de PA.T.P. 
chez les bactéries. Nous avons étudié les différents types d’esters 
dans lesquels se trouve engagé le phosphore pendant la glycolyse 
par le Clostridium. Dans ce but, nous avons caractérisé les divers 
esters phosphoriques par leur vilesse d’hydrolyse dans 
HC] N/l & 100° selon Lohmann [7]. 

Les premiers résultats que nous présenterons indiqueront 
comment en présence de Tyrothricine se répartissent 4 l’intérieur 
des cellules Vacide phosphorique et les diverses combinaisons 


Tasteau LX. — Divers types de combinaisons phosphoriques pré- 
sentes a l'intérieur des cellules aprés glycolyse pendant 120 mi- 
nutes a 37° C. 


Sans glucose (témoins) : 


Microbes souls (3 0.50 ss a eecel mean 4d 108 AAT 270 

Microbes + Tyrothric. 40 pg./ml. .| 259 36 450 120 306 

Microbes + Tyrothric. 400 pg./ml.. 30 60 48 0 408 
Avec glucose : 

Microbes sans Tyrothricine. . . . 39 426  |Non dosé.|Non dosé.| 414 

Microbes + Tyrothric. 40 ug./ml. . 39 84 33 240 324 

Microbes + Tyrothric. 400 pg./ml.. 24 54 6 42 69 
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glucido-phosphoriques. Ces premiéres expériences ne liennent 
pas comple des quantités d’acide phosphorique et d’esters phos- 
phoriques présentes dans le liquide surnageant. 

Dans ces expériences, nous avons étudié la glycolyse pendant 
cent vingt minutes a la température de 37° en présence de glu- 
cose M/10. Les résultats sont exprimés en microgrammes d’acide 
phosphorique pour la masse totale des microbes présents dans 
o ml. d’émulsion. 

On voit qu’en l’absence de glucose et en présence de Tyro- 
thricine aux fortes concentrations, l’acide phosphorique et les 
combinaisons phosphoriques, y compris lA.T.P., abandonnent 
presque totalement la cellule. (Les essais ultérieurs nous ont mon- 
tré qu’il s’agissait d’une simple diffusion de ces substances dans le 
liquide surnageant.) ; 

L’addition de glucose ne modifie pratiquement pas l’intensité de 
cette diffusion générale. La lyse cellulaire est trés intense en pré- 
sence de Tyrothricine. Le passage des combinaisons phosphoriques 
dans le liquide extracellulaire est trop rapide pour que l’on 
puisse suivre leurs transformations au sein des cellules. Les phos- 
phorylations se déroulent alors en majeure partie a l’extérieur 
des cellules. 

On peut penser que la dilution & laquelle sont soumis les 
enzymes de la phosphorylation au cours de leur diffusion dans le 
liquide ambiant permet d’expliquer en partie le ralentissement que 
nous avons observé dans l’intensité générale des phosphorylations. 

‘Néanmoins, il est possible que ce ralentissement soit da égale- 
ment a@ une action inhibitrice direcle de la Tyrothricine sur certains 
enzymes. 

Pour compléter ]’étude, nous avons examiné les transformations 
des diverses combinaisons glucidophosphoriques dans la totalité 
des émulstons microbiennes (germes + liquide ambiant). 

Les expériences furent réalisées dans les mémes conditions que 
précédemment : incubation cent vingt minutes en présence de 
glucose M/10, 4 la température de 37°. 

Dans les tableaux suivants figurent les bilans de phosphoryla- 
tion du Clostridium, en présence et en l’absence de Tyrothricine. 
Nous avons ajouté dans certains cas des quantités connues d’acide 
phosphorique de maniére 4 rendre plus nettles les variations dans 
les teneurs en acide phosphorique. 

L’accumulation de VA.T.P. est pratiquement stoppée par la 
tyrothricine et c’est laseule modification apparente dans cette expé- 
rience. En effet, les modifications apportées par l’antibiotique (en 
présence de phosphates) 4 P,, a P,;- P, et 4 P,- P, sont égales 
en valeur absolue. Or la variation de P, représente |’économie 
d’ions phosphoriques due a la Tyrothricine tandis que la variation 
de P,-P, représente le manque d’accumulation de V’A.T.P. et 


a! 
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Tasteau X. — Divers types de combinaisons phosphoriques présentes 
dans l'ensemble des émulsions microbiennes (germes + liquide 
ambiant) aprés glycolyse. 


Py |P7—Po| Piso— Pr | Pr— Piso | Pr—Po 
2 Témoin temps 0./ 621 | 360 339 720 | 4.420 
ans Suspensions e 
Sandan. ewbicade M/10.{ 450 | 480 300 840 4.590 
ie Suspensions ) 
+ glucose M/10 halen Hh 
phosphates. | + tyrothricine 495 | 1345 360 840 4.545 
(400 pg./ml.). 
Avec Témoin T 0. 2145 360 345 720 4.425 
Suspensions “A - 
addition | 4 glusose M/ios} 1870 |. 828). “160 990 | 4.678 
de Suspensions _ 
+ glucose M/10 } 2010 390 450 990 4.530 
phosphates. |+4 460 wg./ml. ty. | 


la variation de P,-P, représente la modification globale de la 
somme des composés organophosphoriques (2). L’ accumulation 
dA.T.P. au cours de la glycolyse, dans les conditions ot. nous 
opérons (en l’absence de tout inhibiteur de phosphorylation et par- 
ticuliérement de fluorure) est liée avec les déphosphorylations de 
Yacide diphosphoglycérique et de Vacide phosphopyruvique. 
L’inhibition de ’accumulation de l’A.T.P. peut résulter de Vinhi- 
bition de lun quelconque des stades de Ja phosphorylation 
qui suivent l’étape : phosphate d’aldéhyde glycérique. 


En résumé : la Tyrothricine doit influer sur certaines réactions 
de phosphorylation ou de déphosphorylation inconnues et le résul- 
tat est une disparition totale de Vaccumulation de lA.T.P. pen- 
dant la glycolyse. 

La méthode de Lohmann appliquée dans cette expérience pour 
l'étude du bilan des phosphorylations laisse échapper 1|’acétyl- 
phosphate qui se forme chez le Clostridium au cours du métabo- 
lisme de l’acide pyruvique. Cet ester est trop rapidement hydrolysé 
a froid en milieu acide pour qu’il soit différencié par cette méthode 
d’avec les ions phosphoriques libres P,. Pour étudier l’acétylphos- 
phate nous avons donc effectué des essais indépendants. 


(2) Ces expériences ont été effectuées sans addition de fluorure et 
dans ces conditions, en l’absence de Tyrothricine ; il y a accumulation 
trés forte d’A.T.P. pendant la glycolyse [8]. 
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Action de la Tyrothricine sur les réactions de phosphorylations 
. qui participent au métabolisme de l’acide pyruvique. 


On sait depuis les travaux de Lipman {9], Krampitz et Werk- 
man [40], que le métabolisme de l’acide pyruvique s’accompagne, 
chez certaines bactéries aérobies et anaérobies, de réactions de 
phosphorylation, aboutissant a l’accumulation d’un dérivé phos- 
phorylé de l’acide acétique, l’acétylphosphate. Nous avons montré 
dans un travail préeédent la possibilité pour Clostridium sporo- 
genes non proliférant de fabriquer ]’acétylphosphate, lorsqu’il est 
placé au contact de l’acide pyruvique [8]. 


Des émulsions de Clostridium (cultivé en bouillon VF glucosé 


a 10 p. 1.000) renfermant 50 mg. de bactéries (poids sec) par ml. 
furent abandonnées pendant une heure a 37° en présence d’acide 
pyruvique M/50 et d’acide phosphorique (0,2 mg.). Pour étudier 
Paction de la Tyrothricine, nous en avions ajouté 400 micro- 
grammes par ml. d’émulsion. 

L’expérience eut lieu dans des tubes étroits et ouverts ; le milieu 
était additionné de chloroforme. A la fin de ]’incubation les tubes 
furent immédiaiement plongés dans un mélange réfrigérant et leur 
contenu fut déféqué a basse température par l’acide trichloracé- 
tique a 2 p. 100. 

On dosa l’acétylphosphate selon Lipman et Tuttle [411] 


TABLEAU Xl. 


ACETYLPHOSPHATE 
Témoin sans Tyrothricine........ 354 pg. 
Avec Tyrothricine 400 pg./em*. ..... 46 pg. 


La Tyrothricine inhibe done trés fortement la formation d’acé- 
tylphosphate chez Clostridium sporogenes. 

Ce fait doit étre rapproché de l’inhibition par la Tyrothricine de 
accumulation d’A.T.P. au cours de la glycolyse. La Tyrothri- 
cine empéche donc la formation de combinaisons phosphoriques 
trés facilement hydrolysables et trés riches en énergie : A.T.P. 
et acétylphosphate. % . 

Pour poursuivre l’étude du métabolisme de l’acide pyruvique 
nous avons effectué des expériences en tube de Thunberg en 
mettant en contact des cellules microbiennes non _proliférantes, 
du pyruvate de sodium (M/50) et du bleu de méthyléne (M/6.000) 
en présence et en l’absence de tyrothricine (400 yg/ml.). Le pH 
était 7,2 (tampon phosphate M/75). La température fut maintenue 
4 37° C et l’on nota les durées de décoloration totale du bleu. 


422 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


TasigAu XII. 


TEMPS DE DECOLORATION 
du bleu de méthyléne 


Germes seuls..........- . «| Pas de décoloration en 90 minutes. 
Germes + pyruvate. . : 40 minutes. 
Germes + pyruvate + Tyrothricine 60 minutes. 


La Tyrothricine inhibe fortement (inhibition 80 p. 100) la déco- 
loration du bleu de méthyléne ; elle agit done sur la réaction 


H,O + CH, — CO— COOH = CO, + 2H + CH,COOH (3). 
Action de la Tyrothricine sur le métabolisme des nucléotides. 


Dans un travail préeédent, nous avions signalé que la Tyro- 
thricine, contrairement a la pénicilline, était dépourvue d’action 
inhibitrice a I’ égard de la déphosphorylation de A. T. P. par ln 
cellule bactérienne. Nous avons montré en outre [42] que Vacti- 
vilé adénylpyrophosphatasique des extraits musculaires était 
légérement activée par la Tyrothricine. Il faut rappeler ici que, 
selon Hotchkiss, la gramicidine et la tyrocidine sont dépourvues 
d’action inhibitrice vis-a-vis de l’activité phosphatasique du staphy- 
locoque. Cet auteur a émis V’hypothése que la tyrocidine activerait 
méme les propriélés adénylpyrophosphatasiques de la cellule 
baclérienne en favorisant, grace a ses propriélés tensio-actives, le 
rapprochement de VA.T.P.- contenu dans Jia cellule avec Vadényl- 
pyrophosphatase qui serait siluée au voisinage de la membrane. 
L’A.T.P., en diffusant au cours de la lyse hors de la cellule bacté- 


(8) Nous ne pouvons pas affirmer ici que la Tyrothricine agisse 
directement sur un, enzyme; il se peut que laction soit indirecte, 
par dilution des enzymes ou des effecteurs lors de la lyse cellulaire. 

Mais on sait (Srmn) que laction de la pyruvique-déshydrogénase 
du Bacille coli est liée & Vacide adénylique et vraisemblablement aA 
une phosphorylation de cet acide. Or, nous avons montré que la Tyro- 
thricine inhibe totalement la formation de 1’A. T. P. Il est donc fort 
possible que [action de la Tyrothricine sur la pyruvique-déshydrogé- 
nase soit le fait de son action sur la phosphorylation de l’acide 
adénylique. 

D’ailleurs, nous l’avons déja rappelé ci-dessus, 1’acétylphosphate 
semble ¢tre un stade indispensable de la déshydrogénation de l’acide 
pyruvique par le Clostridium ; dés lors il n’est done pas surprenant 
que la Tyrothricine, qui empéche la formation d’acétylphosphate, 
empéche Ja réaction de déshydrogénation de l’acide pyruvique chez le 
Clostridium sporogenes. 
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rienne, avec les autres combinaisons organophosphoriques, se 
trouverait en effet considérablement rapproché de sa_ pyro- 
phosphatase spécifique. Son clivage pyrophosphorique serait done 
accentueé. 

Nous avons recherché dans le présent travail, si la déphospho- 
rylation des nucléotides puriques par Clostridium sporogenes était 
modifiée en présence de Tyrothricine. 

Nous avons étudié l’hydrolyse des acides guanylique et adény- 
lique, tous deux provenant de la levure. Des suspensions épaisses 
de Clostridium lavé renfermant 50 mg. par ml. furent mises en 
présence de solutions neutralisées d’acides guanylique et adény- 
lique. 

Le milieu était tamponné A pH 7,0 par un tampon boraté et 
additionné de toluéne. Pour étudier l’action de la Tyrothricine, 
nous en avons mis 400 microgrammes par ml. sous forme d’émul- 
sion aqueuse. L’incubation dura quatorze heures A 37° en anaéro- 
biose stricte. 

Nous avons dosé, aprés défécation thrichloracétique (10 p. 100) 
a basse température Ja quantité d’acide phosphorique libérée a 
partir des nucléotides. Dans le cas de Vacide guanylique, nous 
avons en outre déterminé la quantité de guanine libérée par la 
technique de Craft et Maculla [43]. Des témoins sans nucléotides 
avec et sans Tyrothricine permettaient de déduire les quantités 
d’acide phosphorique ou de bases puriques provenant des germes. 

Sur les tableaux suivants figurent en microgrammes les quantités 
d’acide phosphorique ou de base purique pour 5 ml. des émul- 
sions (microbes + liquide ambiant). 


TaBLEAv XIII. — Acide guanylique. 


BODES EE OSEHOBIOUE GUANINE LIBEREE 
libéré 
id 7S 0010) 00 peg > wed oe 495 OT 
ER VEGUITECTINE penr-t osu lehia ts 262 280 


TasteAu XIV. — Acide adénylique. 


ACIDE PHOSPHORIQUE LIBERE 


BP EVIVOUL Me Re rey a ct en eM tcuel ace) dane a ee 100 ug. 
Daya CEPI GLE Ch urea Pte tar prc ia von 2 tas wn 440 ug. 


eS sss 


La Tyrothricine active done légérement la lyse des nucléo- 
tides. On peut invoquer, pour la Tyrothricine un mécanisme de 


Xt 
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celle activation voisin de celui proposé par Hotchkiss dans le cas 
de la tyrocidine, & savoir un rapprochement par l’effet de la lyse, 


entre les nucléotides et leurs enzymes spécifiques. 


L’activation légére sous l’effet de la Tyrothricine de la déphos- 
phorylation des nucléotides, ne suffit certainement pas a expli- 
quer en totalité la néoformation trés rapide d’acide phosphorique 
total par les bactéries traitées par l’antibiotique que nous avons 
mise en évidence. Cette augmentation de la teneur en acide phos- 
phorique est en effet trés rapide et a lieu a basse température, 
contrairement 4 ce qui se passe iCl. 


Discussion 


Le mode d’action de la Tyrothricine dans le métabolisme des 
combinaisons phosphoriques chez les bactéries, s’écarte nette- 
ment de ceux de la pénicilline et de la streptomycine. 

En effet, tandis que pénicilline et streptomycine ne modifient 
pas le métabolisme glucidique du Clostridium sporogenes, la 
Tyrothricine freine la consommation du glucose par la bactérie ; 
elle ralentit certains processus de transphosphorylation au cours 
de l'utilisation des glucides; il en résulte que A. T. P. n’est 
plus. accumulé au cours de la glycolyse ; en outre la formation 
d’acétylphosphate est fortement inhibée. 

Mais ce n’est pas seulement par ses propriétés bactériostati- 
ques que la Tyrothricine s’écarte des deux autres antibiotiques, 
c’est surtoul par ses propriélés trés fortement lytiques qui en font 
avant tout un agent de destruction du cytoplasme bactérien. Cette 
aclion est extrémement marquée sur des microbes non prolifé- 
rants tandis que, dans ces conditions, la pénicilline et la strep- 
tomycine sont pratiquement dépourvues' d’effets lytiques. 

Il est possible que le blocage par la Tyrothricine de certaines 
réactions de phosphorylation, soit la conséquence de l’effet bac- 
tériolytique de cette substance. On peut concevoir en effet que 
la dilution des enzymes bactériens ou de certains cofacteurs, consé- 
cutive a la lyse trés prononcée du microbe, entraine une dépression 
dans les activités enzymatiques. 

Toutefois, rappelons que, d’aprés Hotchkiss et Dubos, la gra- 
micidine, qui est dépourvue d’activité lytique bloque chez les 
staphylocoques certains processus de phosphorylation. Or, la 
gramicidine est un des éléments de la Tyrothricine ; on peut 
done attribuer également les propriétés inhibitrices de la Tyro- 
tricine vis-a-vis des processus de phosphorylation a la fraction 
« gramicidine » qu’elle renferme. 

Il est possible de concilier ces deux points de vue en expli- 
quant de la maniére suivante V’inhibition par la Tyrothricine des 
phénoménes de phosphorylation : la Tyrothricine aurait une 


tion lytique Reneaesoptte et trés rapide sur la cellule pane sa 
fraction « tyrocidine »; de ce fait, la plus grande partie de 

Vacide phosphorique et de l’A.T.P. se trouvent libérés dans le os 
“liquide surnageant. C’est 1a que se dérouleraient, ralentis, les 
processus de phosphorylation glucidique. En outre, la gramici- 
dine présente dans le complexe empécherait |’ accomplissement de! ie 
certaines réactions de transphosphorylations el en particulier ‘ 
la formation d’A. T. P. aaa 8, 
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RECHERCHES SUR LA GELIFICATION DES PROTEINES 
V. — CONSIDERATIONS GENERALES ET INTERPRETATIONS 


par Em. BARBU et M. MACHEBOEUP. 


Dans quatre publications précédentes, nous avons envisagé la 


gélification des protéines du sérum sanguin en étudiant le role 


de divers facteurs : température, pH, pression el concentration en. 
protéines [4, 2, 3]. Nous avons, en outre, étudié l’influence de 


divers alcools primaires aliphatiques : méthanol, éthanol, pro- 
panol et n-butanol [4]. Dans ces publications, nous avons seule- 


-ment présenté des faits sans chercher a les interpréter. Nous vou- 


lons aujourd’hui préciser certains de ces faits et en tirer quelques 
conclusions d’ensemble, puis nous essayerons de les interpréter 
en proposant diverses hypothéses. ; 
Rappelons tout d’abord que tous nos essais ont porté sur des 
fractions protéiques aussi bien définies que possible (albumine cris- 
lallisée ou bien pseudoglobulines +) et soumises & une longue dia- 
lyse qui avait éliminé les électrolytes. Les seuls électrolytes utilisés 
pour faire varier le pH furent la soude et Pacide chlorhydrique. 
Les facteurs de la gélification sont multiples et les diagrammes 
i deux dimensions que nous avons présenlés jusqu’ici ne permettent 
pas facilement une vue d’ensemble des phénomenes. Un dia- 
gramme a ‘trois dimensions nous permettra de rassembler les 
observations faites en faisant varier indépendamment les trois 
facteurs principaux : température, pI et concentration protéique. 
Pour pouvoir construire ce diagramme a trois dimensions, nous 
avons dti tracer, au préalable, une longue série de diagrammes 
bidimentionnels correspondant chacun A une valeur donnée de la 
lroisiéme variable. Nous avons ainsi oblenu des séries de coupes 
planes du diagramme a& trois dimensions. Celui-ci fut enfin cons- 
truit par juxtaposition des coupes planes. Finalement, un modeéle 
en platre ful construit et photographié sous divers angles (voir 
photographies n* 1 et 2). Certains des diagrammes bidimention- 
nels ci-contre ont déja été présentés dans nos travaux antérieurs 
oti fut indiquée la technique de leur réalisation. Rappelons que la 
courbe tracée sur chacun d’eux délimite les zones dé@ gel et de 
liquide. Pour réaliser les nombreuses expériences nécessaires au 
lracé du diagramme tridimentionnel, nous avons choisi le cas des 
globulines + du sérum sanguin, car on sait l’importance de cette 
fraction protéique dans les phénomeénes de l’immunité (anticorps). 
[| s’agissait de pesudoglobulines + d’un sérum de cheval normal. 


’ 
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Ces protéines avaient été séparées du sérum par relargage au 
moyen de sulfate d’ammonium 0,33 saluré, puis débarrassées des 
sels et des euglobulines par une dialyse trés prolongée. 

Nous reproduisons ci-contre certains des diagrammes bidimen- 
_lionnels oblenus. Sur ces diagrammes, nous indiquons : 

I° Par des croix les zones dans lesquelles un précipité se sépara 
dun liquide. 

2° Par des hachures les zones ot il se forma un gel slable, lim- 
pide ou opalescent ou méme opaque. 

Chacun des diagrammes fut tracé par points. Chacun des points 
étant obtenu en observant la limite d’apparition d’un trouble ou 
de formation d'un gel, dans une ampoule scellée dont on élevait 
progressivement la température [2]. Les pH étaient déterminés a 
la température de 20° C par une électrode a hydrogéne. Les con- 
centrations protéiques étaient déterminées en amenant au volume 
choisi des solutions protéiques étalons trés concentrées et parfaite- 
ment dialysées dont la teneur en protéines était mesurée par pesée 
du résidu d’évaporation. 

Pour éviter de surcharger les dessins, nous ne tenons pas 
compte de la vitesse avec laquelle se réalise, dans chaque cas, 
la gélification. Cependant cette vitesse est trés variable. Aux 
basses températures (inférieures & + 30° C), la gélification est 
parfois trés lente. Pour la construction de nos diagrammes, nous 
ne tenons compte que des gels formés en moins de 72 heures. Nous 
avons en effet noté qu'une gélification plus tardive est trés rare 
et ne donne jamais que des gels peu consistants. Lorsque la tem- 
pérature est élevée (supérieure a 40°), la gélification, lorsqu’elle 
doit se produire, est toujours rapide. I] suffit d’observer les 
mélanges pendant dix minutes. 

La consistance des gels varie avec Jes conditions dans lesquelles 
on les obtient. Nous avons considéré comme gélifiés les échantil- 
lons qui restent collés au fond de |’ampoule lorsqu’on maintient 
celle-ci renversée pendant cing minutes. On considére donc parfois 
comme non gélifiés des liquides trés visqueux. 

Dans les diagrammes ci-contre C représente la concentration 
protéique en gramme pour 100 ml. de solution. T représente la 
température (centigrade). La pression fut pratiquement invariable 
et égale seulement a la pression atmosphérique. 

Le diagramme 4 trois dimensions est caractéristique de la pro- 
téine étudiée et peut servir 4 Videntifier (1). 


(1) Nous rappelons qu’il fut établi en utilisant une solution protéique 


bien privée d’électrolytes ct que les seuls électrolytes ajoutés furent les 
petites quantités d’HCl et de NaOH nécessaires pour faire varier le pH. 
Il est évident que la présence de quantités notables de sels modifierait 
le diagramme et nous envisageons d’étudier ainsi l’influence des électro- 


lytes. 


’ 
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L’examen du diagramme tridimentionnel permet quelques 
conclusions : ie 

1° La zone de précipitation isoélectrique se disungue trés nette- 
ment des zones de gélification. On doit admettre que gélification 
et précipilation isoélectrique sont deux phénoménes indépendants. 

2° La zone de stabilité du liquide diminue lorsque la concen- 
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tration protéique augmente et, pour la concentration de 20 p. 100 
i laquelle se limite notre diagramme tridimentionnel, cette zone 
est déja trés restreinte. 

3° Les zones de gélification s’élargissent lorsque la concentra- 
tion augmente, | 

4° Le changement de liquide a gel est trés brusque lorsque 
s’éléve la concentration. Il y a une brusque discontinuité dans la 
courbe représentant les variations de la viscosité en fonction de la 
concentration, lorsque l’on alteint la, concentration ott s’opere la 
gélification. Une telle discontinuité dans I’évolution en fonetion de 
la concentration ne fait pas penser a une réaction monomoléculaire. 
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5° Lorsque l’on éléve la concentration protéique, quels que soient 
le pH et. la température, on n’observe jamais une action défavo- 
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rable sur la gélification.. Au contraire, une élévation de pH: ou 
une élévation de température peuvent, dans’ certains 'cas, provo- 
quer la liquéfaction. 
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6° Quels que soient le pH et la concentration, la température 
n’influe nettement’ sur ]’état final (gel ou liquide) que lorsqu’elle 
dépasse 50° C. (On sait que le coefficient d’augmentation de la 
vitesse de dénaturation pour une élévation de température de 10° 
devient considérable vers 50°.) 

7° L’élévation de la température peut avoir un effet tres diffé- 
rent, suivant le pH et la concentration protéique. Elle peut, soit 
favoriser la formation d’un gel, soit produire la liquéfaction d’un 
gel formé a température plus basse. 

Si l’on éléve progressivement la température de 0° a + 100° ©, 
on constate, pour certains pH et certaines concentrations protéi- 
ques, d’abord une gélification puis une liquéfaction. I] s’agit 1a de 
deux phénoménes indépendants. La gélification n’est pas réver- 
sible, car le refroidissement ne liquéfie pas. Au contraire, la 
fusion est réversible, car le refroidissement fait reformer le gel. 

8° Le pH est un facteur trés important dont l’action est com- 
plexe : 

A. — Au-dessus de pH'‘12, les gels qui se forment lorsque la 
concentration protéique est suffisante, ne sont pas stables et se 
liquéfient d’autant plus rapidement que le pH est plus élevé. Cette 
liquéfaction par excés d’alcalinité n’est pas réversible, car il ne 
se produit plus de gel si l’on fait diminuer le pH par dialyse ou 
par neutralisation. 

B. — Entre pH 11 et pH 12, un gel stable se forme a froid a 
condition que la concentration protéique soit au moins égale a une 
certaine valeur limite. 

C. — En milieu trés acide on retrouve également une zone de 
gélification a froid. Le pH limite au-dessous duquel se fait cette 
gélification varie avec la concentration protéique, mais il est tou- 
jours inférieur 4 pH 4. (Il est par exemple a pH 3,5 pour une 
concentration. protéique de 12 p. 100.) 

D. — Entre les zones B et C, lV état liquide est stable A la tem- 
pérature ordinaire, mais le chauffage peut modifier cet état et il 
faut ici distinguer plusieurs cas : 

a) Au voisinage de l’isoélectrique, le chauffage, quelle que soit 
la concentration protéique peut produire un trouble ou un préci- 
pité, mais jamais un gel vrai ; 

b) En dehors de Ja zone isoélectrique le chauffage produit un 
gel si la concentration protéique est suffisante. Si la concentra- 
tion protéique est trop faible le chauffage ne produit rien d’appa- 
rent. 

REVERSIBILITE. DES MODIFICATIONS OBSERVES. 


Lorsqu’une solution protéique est devenue un gel par suite de 
la modification du pH, de la température ou de la concentration 
protéique, deux cas peuvent se présenter : 

1° Le retour aux conditions antérieures fait revenir A l'état de 
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solution: Nous dirons dans ce cas que la gélification est réver- 
sible (sans vouloir altribuer a ce terme une valeur trop grande, 
car nous ne préjugeons rien des modifications que peut subir la 
molécule protéique elle-méme). 

2° Le retour aux conditions antérieures laisse persister ]’élat de 
gel. Nous disons alors que la gélification était irréversible. 

Le premier cas correspond par exemple a la gélification par 
acidification 4 la température ordinaire ; en effet les gels obtenus 
& froid, en milieu acide se dissolvent si on les met en présence 
dune quantité d’eau suffisante. 

Le deuxiéme cas correspond a la gélification par alcalinisation 
4 la température ordinaire ; en effet, les gels obtenus vers pH 11,5 
gonflent mais restent des gels si on les plonge dans un volume 
d’eau cependant assez grand. (Si l’on utilise un volume d’eau 
excessivement grand (par dialyse continue par exemple), on finit 
par détruire le gel, mais la protéine précipite sans jamais passer 
en solution.) 

Tous les gels obtenus pour un pH supérieur a l’isoélectrique 
sont irréversibles. Tous peuvent, par lavage prolongé, étre fina- 
lement amenés 4 |’état de précipité mais ils ne passent jamais en 
solution. Avant de se transformer en précipité, ils gonflent d’au- 
tant plus que le pH de formation est plus élevé. 

La gélification en milieu alcalin est donc certainement une trans- 
formation de la protéine elle-méme et cette transformation est 
irréversible. 

La précipitation isoélectrique par chauffage est, elle aussi, 
irréversible, il s’agit d’une dénaturation définitive. Cependant, si 
Von ajoute progressivement de la soude (a froid) 4 un tel préci- 
pité, il gonfle puis finit par se dissoudre. Mais il faut, pour cela, 
élever le pH loin au dela des limites de la zone de précipitation 
isoélectrique. I] ne s’agit done pas d’une simple réversibilité. 

On peut d’ailleurs méme arriver a obtenir un gel en partant de 
cette protéine dénaturée par chauffage 4 Visoélectrique. I faut 
pour cela opérer |’addition de soude avec précautions et s’arréter 
dans la zone de pH correspondant 4 la gélification 4 froid (pH 11 
4 12), puis attendre un certain temps. 


FUSION DES GELS PAR CHAUFFAGE. 


Un gel formé 4 un pH pas trop proche de la zone isoélec- 
irique peut étre liquéfié par chauffage. La température a laquelle 
cette liquéfaction est obtenue est fonction du pH et de la concen- 
tration protéique. Mais elle est toujours élevée (2). Cette fusion 


est réversible, car par refroidissement le gel se reforme. (Notons 


(2) En milieu acide, Ja fusion est bien compléte. Mais en milieu alea- 
lin, il semble qu’il persiste quelques filaments non liquéfiés. 


432 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


que si ]’on maintient trop longtemps la température élevée en 
milieu trés alcalin, la protéine se modifie progressivement et ne 
gélifie plus aussi bien par refroidissement.) 

Lorsque le pH est trop proche de la zone isoélectrique, vers 
pH 4 ou vers pH 8, par exemple, pour les y globulines, les gels 
ne liquéfient pas par chauffage a 100° C (8). 

L’ état final dépend parfois de Vordre dans lequel les états inter- 
médiaires se sont succédés. . 


PREMIER EXEMPLE : Une solution de sérum albumine a 7 p. 100, 
a pH 11,7 devient rapidement un gel limpide et trés ferme. D’au- 
tre part une solution de la méme albumine, au méme pH, mais 
dont la teneur en proltéines est seulement 3,5 p. 100 reste liquide. 
Concentrons ultérieurement cette solution par évaporation dans le 
vide, a Ja température ordinaire, de fagon a ramener la concen- 
tration protéique 4 7 p. 100, done identique a celle du gel ci- 
dessus. Malgré cela, le mélange reste liquide. 

Voici done deux échantillons qui ont méme pH, méme teneur 
en une méme protéine, qui ont subi l’action d’une méme tempé- 
rature pendant le méme temps, I’un est un gel trés ferme, l'autre, 
un liquide trés fluide. 


fae 


Deuxtime exempLte ; Une solution de cristalbumine a 7 p. 100 
amenée & pH 11,7 par un peu de soude ne tarde pas a devenir un 
gel limpide. Plagons ce gel dans de l’eau et laissons-le gonfler 
jusqu’a ce que son volume soit double. La concentration protéique 
dans le gel ne dépasse strement pas 3,5 p. 100, or nous avons 
vu, dans |’exemple précédent que pour cette concentration, |’alca- 
linisation ne produisait pas de gel. 

Troistime exempLe : Une solution a 12 p. 100 de globulines + 
est amenée par dialyse prolongée 4 son pH isoionique (pH 6). On 
met dans trois ampoules des volumes égaux (2 ml.) de cette solu- 
tion. 

Dans la premiére ampoule on n’ajoute rien. 

Dans la deuxiéme ampoule on ajoute 0,2 ml. de NaOH N/ILO 
(le pH devient 7,3). 

Dans la troisitéme ampoule on ajoule 0,6 ml. de NaOH N/10 
(le pH devient 9,2). 

On scelle les ampoules puis on les plonge dans de ]’eau bouil- 
lante pendant dix minutes. On laisse refroidir. 

Le contenu de l’ampoule I est pris en masse opaque par la 
formation d’un trés abondant précipité. 


(3) Peut-étre liquéfieraient-ils & température plus élevée, mais il fau- 
drait, pour le savoir, opérer sous pression afin de pouvoir élever 
au-dessus de 100° la température de ce milieu aqueux. Or, nous n’avons 
pas encore réalisé une telle expérience. 
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L’ampoule II contient un gel opalescent. 

L’ampoule III contient un gel parfaitement limpide. 

Ouvrons les deux premiéres ampoules et introduisons dans cha- 
cune la quantité de soude titrée nécessaire pour que les. trois 
ampoules en contiennent finalement toutes des quantités égales. 
(Additions de 0,6 ml. pour l’ampoule 1 et de 0,4 ml. pour II.) 
Scellons & nouveau les ampoules et laissons-les en repos deux 
semaines. 

L’ampoule n° III contient alors toujours un splendide gel homo- 
gene et limpide. 

Les ampoules n° I et II contiennent des gels opalescents sur- 
montés d’un petit volume d’un liquide transparent. Le volume de 
ce liquide est beaucoup plus grand dans I que dans II. Chauffons 
enfin les trois ampoules 4 100° pendant dix minutes. Le gel III est 
devenu liquide. Les deux autres sont restés des gels. 

Aprés refroidissement, on retrouve partout l’aspect observé 
avant le chauffage final. III s’est gélifié par refroidissement. 

En somme, le point capital est l’instant ow la protéine subit sa 
transformation. Si cette transformation s’effectue dans des condi- 
tions de concentration, de pH et de température qui ne corres- 
pondent pas a4 la formation d’un gel, ‘ce gel ne se formera plus 
identiquement lorsque l’on raménera ultérieurement les conditions 
a la valeur voulue. 


INTERPRETATIONS. 


Lorsque se forme un gel, il n’y a pas simplement, comme cer- 
tains ont pensé, déroulement de la chaine polypeptidique des 
molécules protéiques. En effet : 

1° Examinons une solution protéique de concentration légére- 
ment inférieure a celle qui permet la gélification par simple alca- 
linisation a froid. Alcalinisons progressivement cette solution en 
dépassant largement le pH pour leque] se produirait la gélification 
si la concentration protéique était un peu plus élevée (exemple : 
solution de cristalbumine de sérum 4a 3,5 p. 100 dont on éléve le 
pH par de la soude depuis 9 jusqu’a 12,5). Déterminons la visco- 
sité aux divers pH, nous observons une augmentation progres- 
sive et faible de la viscosité jusque vers pH 12. Ensuite une 
légére diminution. Si l’alcalinité produisait un déroulement de 
longues chaines peptidiques, la viscosité aurait été considérable- 
ment plus élevée et elle aurait déja atteint une valeur énorme vers 
pH 11,2 (ou 11,8) car c’est 4 ce pH que les solutions protidiques 
un peu plus-concentrées gélifient (4). 

2° Les deux premiéres expériences rapporlées  ci-dessus 


(4) Une étude détaillée de la viscosité est en cours avec l’aide de 
M™° Gavrilesco. Nous avons ]’intention de publier avec elle un mémoire 
détaillé sur ce point. 
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(page 432) au sujet de Vinfluence des étals intermédiaires sur 
l'état final ne donneraient pas les résultats observés si la gélifica- 
tion était simplement le fait d’un déroulement de chaine pepti- 
dique. Le gel se formerait par concentration lorsque les chaines 
entremélées alteindraient la concentration qui produit le gel. 
D’autre part, le gel ne persisterait pas par dilution si les molé- 
cules n’étaient pas associées. 

Certains auteurs ont admis comme cause de la gélification une 
augmentation de Uhydratation de la molécule protéique. S’il. en 
était ainsi, la molécule s’hydraterait au moins autant en solution 
diluée qu’en solution concentrée. Le gel se formerait done lorsque 
l’on concentrerait la solution qui était trop diluée lorsqu’elle a 
atteint les conditions de pH et de température qui conditionnent 
la gélification des solutions plus concentrées (voir résultats oppo- 
sés de l’expérience décrite page 432). D’ailleurs l’agitation méca- 
nique n’empécherait pas l’hydratation, or une agitation méme 
assez douce suffit, dans certains cas, & empécher la gélification 

Nous devons done chercher une autre interprétation. Rappelons 
une conclusion importante de nos expériences : pour qu’un gel se 
forme il ne suffit pas de se placer finalement dans les conditions 
convenables de pH, de température et de concentration protéique. 
Il faut que la concentration protéique qit été suffisante lorsque la 
protéine atteignait les conditions de pH et de température conve- 
nables. Ceci ne peut étre interprété que par une association entre 
les molécules protéiques, association prenant naissance a |’instant 
ott ces molécules se transforment sous l’influence du pH et de la 
température. 

Quelle est done la nature de cette transformation subie par cette 
protéine lorsqu’elle alteint les conditions de pH et de température 
voulues ? Et quelle est la nature des forces qui lient les molé- 
cules entre elles ? 

Ici nous sommes réduits & émettre des hypothéses. S’agit-il d’une 
déshydratation partielle des molécules protéiques? C’est possible, 
mais il faudrait admettre que cette déshydratation démasque des 
fonctions de la protéine capables de se lier avec des fonctions 
d’autres molécules semblables. 

S’agit-il d’une modification de l’architecture de la molécule 
protéique faisant apparailre en surface, ou bien libérant, des 
fonctions qui étaient masquées jusqu’ici? C’est trés probable, au 
moins dans le cas de Ja gélification par alcalinisation a froid. En 
effet, c’est exaclement pour le méme pH que l’on voit se faire la 
vélification a froid et le démasquage des groupements —-SH de la 
protéine. Voici une expérience trés simple prouvant cetle conco- 
mitance. A des échantillons de pH divers, mais de concentrations 
égales en une méme protéine (8 p. 100 de pseudoglobulines Y)s 
ajoutons une trés petite quantité d’une solution diluée de sulfate de 
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cuivre. Pour tous les échantillons dont le pH est assez élevé, nous 
voyons se développer la réaction du biuret. Il apparait done une 
teinte pourpre. Laissons les mélanges au repos. Ceux dont le pH 
est supérieur a 11,2 vont gélifier aprés un temps variable avec le 
pH et nous constaterons que ces mémes échantillons se décolo- 
rent complétement tandis que tous les autres restent colorés. Lais- 
sons les mélanges en contact avec l’air, on voit les gels se reco- 
lorer progressivement en pourpre en commencant par leur sur- 
face en contact avec l’air. Divers oxydants (eau oxygénée, par 
exemple) empéchent la décoloration. La décoloration est trés 
vraisemblablement due a la libération de fonctions ‘sulfhydryles ; 
la recoloration étant due a leur destruction par oxydation. Db’ ave 
leurs pour décolorer instantanément une réaction du biuret il 
suffit d’introduire de la cystéine ou méme des traces d’ hydrogéne 
sulfuré. 

Nous ne nous étendrons pas ici sur cette réaction du ‘biuret que 
nous étudions par ailleurs avec J. Lessiau ; concluons simplement 
que la gélification par alcalinisation est bien concomitante avec 
l’apparition de groupements — SH done avec une modification de 
la moléculé protéique (5). 

Un autre argument en faveur de cette conclusion résulte d’une 
autre de nos expériences : une trace de cyanure de potassium 
(0,1 p. 1.000) suffit 4 empécher totalement la gélification alcaline a 
froid d’une solution de globulines (concentration 10 p. 100). Or 
ceci correspond seulement a deux molécules de cyanure (masse 
moléculaire 65) pour une molécule de globuline (masse molécu- 
laire 150.000). S’il s’agissait simplement d’une déshydratation de 
la molécule, on concevrait mal que deux ions CN— suffisent a 
maintenir l’eau sur l’énorme molécule de globuline. On concoit 
mieux qu’ils se combinent avec une fonction chimique de la pro- 
téine qui sert a la soudure avec une autre molécule protéique. On 
sait que les ions CN— réagissent avec les — SH, ceci est un argu- 
ment en faveur de l’intervention des —SH dans la gélification 
alcaline a froid. 

Notons que le cyanure a faible concentralion n’empéche pas et 
ne modifie pas sensiblement la gélification par chauffage (6). II 
faut donc conclure que la gélification A froid en milieu trés alca- 
lin (pH 11) n’est pas un phénoméne identique a la gélification a 
chaud en milieu neutre ou peu alcalin. Certains de nos diagrammes 


(5) Nous ne précisons pas ici si la modification de la molécule porte 
sur son architecture interne ou simplement sur des fonctions chimiques 
de sa surface. Les — SH étaient peut-étre 4 l’intérieur de 1’édifice, mais 
ils étaient peut-étre simplement en surface, mais masqués. 

(6) Le cyanure & dose élevée (20 p. 1.000) suffit méme 4 provoquer la 
gélification 4 froid en l’absence de tout autre électrolyte, mais ici, il 
y a une double action, car le cyanure suffit 4 élever le pH. 
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bi-dimentionnels portant en abscisses pH et en ordonnées T sont 
d’ailleurs des arguments en faveur de cette conclusion (voir ci- 
dessus page 428 les diagrammes 3 et 4 de la deuxiéme ligne). 

En somme, lorsque la molécule protéique est placée dans les 
conditions de gélification elle acquiert une affinité nouvelle pour 
ses semblables et se lie a elles pour former des chainettes de molé- 
cules, puis un réseau. 

Si l’on chauffe suffisamment, le gel fond (plus ou moins com- 
plétement suivant le pH) ; l’agitation thermique détache certaines 
liaisons, mais le refroidissement fait renaitre le gel. Les molécules 
ont done gardé l’affinité nouvelle qu’elles avaient acquise lors de 
leur transformation. 

La transformation qui conditionne cette affinité nouvelle n’est 
pas Je fait d’un seul et méme processus dans tous les cas, car 
certaines gélifications sont réversibles (pH inférieur 4 4). D’au- 
tres sont irréversibles (pH supérieur 4 4) ; certaines sont inhibées 
par des traces de cyanure (pH supérieur a 11), d’autres ne le 
sont pas. Certaines gélificalions sont facilitées par de petites quan- 
lités d’alcool ; d’autres ne le sont pas [pH supérieur a 11] (4). Les 
gels d’albumine obtenus 4 chaud a pH inférieur a 11 se liquéfient 
spontanément & la longue lorsqu’on les maintient & température 
ordinaire et la gélification peut étre réobtenue par chauffage. Au 
contraire Jes gels de globulines sont tous stables a froid. 

Envisageons plus particuligrement la gélification des globu- 
lines y en milieu de pH supérieur 4 Visoélectrique de ces protéines. 
Ici la gélification est toujours irréversible, c’est-a-dire que les gels 
formés & une température donnée ne se liquéfient jamais par refroi- 
dissement ni par. dilution ni par modification du pH. Comment 
peut-on interpréter qu'une affinité nouvelle permanente pour des 
molécules semblables apparaisse lorsque les molécules sont modi- 
fiées en solution concentrée et n’apparaisse pas si ces mémes molé- 
cules subissent les mémes influences en solution un peu plus 
diluée ? On peut penser que pendant sa dénaturation, sous |’in- 
fluence du pH ou de la température, la molécule protéique subit 
un réarrangement assez brusque mais pas instantané. Si ce ré- 
arrangement se termine sans influence extérieure i] conduit a un 
nouvel état de la molécule qui ne présente pas d’affinité particu- 
liére pour ses semblables. Mais pendant que s’effectue ce réarran- 
gement de la molécule, des fonctions qui normalement ne devraient 
pas étre en surface, passent en surface. Si alors un choe molé- 
culaire avec une autre molécule semblable survient, une combi- 
naison peut se faire par ces fonctions temporairement présentes 
en surface, Une fois une telle union réalisée, le réarrangement de 
la molécule ne peut plus se terminer normalement. L’état qui sera 
atteint par Je réarrangement ne serait pas le méme que celui qui 
aurait élé atteint sans choc moléculaire actif. Les fonctions qui 
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ont réagi sont, en effet, maintenues en place par la molécule voi- 
sme avec laquelle elles sont liées. Le réarrangement s’achévera en 
fonction de ces liaisons. 

Une telle hypothése permet d’interpréter le réle considérable d- 
la concentration & l’instant de la dénaturation. Si la solution pro- 
téique est diluée, la probabilité d’existence d’un choc actif entre 
deux molécules protéiques pendant le rapide réarrangement est 
trés faible. Quelques molécules seulement subissent un tel choc 
et s’agrégent, mais il ne se forme pas de chaine moléculaire ni 
de réseau, la gélification n’a pas leu, on note simplement une 
légére augmentation de viscosité. Au contraire, lorsque la concen- 
tration protéique est suffisante pendant la dénaturation, la proba- 
bilité d’existence de chocs moléculaires actifs devient plus grande 
et les associations entre molécules deviennent assez nombreuses 
pour former des chaines de molécules et un réseau. 

Si le réarrangement moléculaire a pu évoluer jusqu’a son terme 
sans que survienne un choc actif, la molécule alteint un état stable 
quin’a pas d’affinité pour ses semblables. On peut alors concentrer 
notablement la solution sans qu’il se forme un gel (7). 

Dans l’exposé de ces hypothéses, nous n’avons rien préjugé de 
la nature du réarrangement que subit la molécule lors de sa dénatu- 
ration. I] se peut qu’il s’agisse simplement d’un réarrangement local 
dans l’énorme édifice protéique, simple modification de l'état. de 
certaines fonctions de la surface (dissociation de certaines combi- 
naisons qui masquaient jusqu’alors les fonctions actives), mais il 
se peut aussi que le réarrangement soit plus profond et comporte, 


(7) L’existence d’une limite de concentration au-dessous de laquelle 
les associations moléculaires ne se font pas rappelle le cas des solutions 
de savons. On sait, en effet, que les solutions trés diluées de savons ne 
contiennent pratiquement que des ions libres, tandis qu’a partir d’une 
certaine concentration, il se forme des micelles par association d’ions 
d’acides gras. On peut interpréter ce fait en pensant que les micelles 
de savons sont désagrégées par agitation thermique et qu’il existe ainsi 
un équilibre statistique entre micelles qui se forment par chocs molé- 
culaires et micelles qui se brisent. Tant que la fréquence des chocs était 
insuffisante (solution trés diluée), la probabilité d’existence des micelles 
est trés faible. A partir d’une certaine concentration en savon, la fré- 
quence des chocs devient suffisante pour que la synthése des micelles 
soit plus fréquente que la rupture de micelles. 

Dans le cas de la formation des gels protéiques par dénaturation, on 
peut penser que, pendant la dénaturation, on se trouve dans des con- 
ditions qui rappellent celles de la formation des micelles de savon. Les 
associations intermoléculaires sont dissociables et il y a équilibre entre 
molécules associées et molécules libres. C’est seulement lorsque la con- 
centration est assez grande que la probabilité de persistance des associa- 
tions est suffisante pendant assez longtemps pour influer sur le réarran- 
gement que subit la molécule protéique pendant sa dénaturation. 
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par exemple, un remaniement de l’enroulement de la chaine pepli- 
dique (8). Dans ce cas, on aurait passage temporaire en surface 
de fonctions qui, normaiement, sont au sein de |’édifice, loin de la 
surface. Il se pourrait alors, méme, que des parties apolaires 
passent en surface et se lient par force de Van der Waals avec des 
parties apolaires de molécules semblables, puis restent en surface, 
grace a leur liaison, lorsque se termine le réarrangement. 

De toute facon, l’arrangement anormal ainsi réalisé n’est pas trés 
stable et il suffit de dissocier par chauffage les molécules associées 
puis de les maintenir dissociées pendant un temps suffisant pour 
qu’elles évoluent vers une forme plus stable a l'état libre, forme 
pour laquelle il n’existe plus la méme affinité pour les: molécules 
semblables. En effet, si l’on liquéfie un gel par chauffage et’ si l’on 
maintient suffisamment longtemps la fusion, Je gel ne se reformera 
plus par refroidissement. 

Un fait important est le suivant : on ne peut oblenir des gels 
que lorsque le pH n’est pas trop proche de lisoélectrique. Si. le 
pH est voisin de lisoélectrique, c’est un précipité que lon obtient 
en chauffant. On doit done penser que des charges électriques inter- 
viennent dans la stabilité du gel. Peut-étre empéchent-elles les molé- 
cules de former des amas compacts et il se forme seulement des 
chaines ou un réseau. Une expérience fort simple montre influence 
du pH sur la stabilité des gels : prenons un gel bien limpide formé, 
par exemple, 4 pH 9 a 80° avec une solution de pseudoglobulines + 
4 12 p. 100. Placons ce gel dans un sac de cellophane et plongeons 
le sac dans de l’eau distillée que nous renouvellerons souvent. Le 
gel gonfle légérement, au fur et & mesure de |’élimination de la 
soude. Poursuivons trés longtemps la dialyse, le pH évolue naturel- 
lement vers l’iso-ionique de la protéine. Lorsque le pH est suffi- 
samment proche de cet iso-ionique, le gel se détruit et un précipilé 
apparait. Le gel est, en somme la résullante de deux actions simul- 
tanées : 1° associations intermoléculaires ; 2° charges électriques 
de ces molécules empéchant l'agrégation plus totale qui conduirait 
a la précipitation. 

Quoi quil en soit des hypothéses, un fait semble bien démontré : 
lorsque des molécules protéiques subissent des conditions qui les 
dénaturent en produisant un gel, elles acquiérent une affinité nou- 
velle pour leurs semblables. N’avons-nous pas 1A un moyen d’inter- 
préter la formation des anticorps dans l’organisme des animaux ? 
On sait que l’anticorps est une globuline présentant une affinité 
spécifique pour Tantigéne que l’animal avait recu en injection. 
Examinons notre diagramme tridimentionnel des globulines et cher- 
chons oti se placerait le point représentant l'état de ces globulines 


(8) Ceci serait en accord avec les théories récentes sur la structure 


intime des protéines telles que les théories de Dervichian [6] et de 
Bressler et Talmud [5]. 
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dans une cellule vivante. Le pH est, par exemple, 7,5 environ, 
la température 37° C et la concentration protéique fort élevée. Nous 
nous trouvons done dans le domaine liquide, mais prés de la sur- 
face de transformation en gel. Si nous pensons que la pression 
élevée favorise la gélification (voir notre travail antérieur [3]), si 
nous pensons que les ions et les molécules diverses dissoutes dans 
le milieu peuvent également favoriser la gélification (voir, par 
exemple, notre travail [4] sur l’action des alcools dilués) ; nous 
devons admettre que la globuline est dans la cellule 4 un état extré- 
mement proche de sa transformation et que cette transformation 
doit pouvoir se réaliser si certaines conditions se modifient (9) 
légérement. Admettons maintenant que la cellule en question recoive 
en abondance un antigéne (par phagocytose, par exemple), si la 
transformation a lieu en présence de cet antigénce, des chocs molé- 
culaires avec cet antigéne auront lieu pendant la transformation 
et des fonctions chimiques. temporairement démasquées pourront 
se her avec l’antigéne. Le réarrangement de la protéine se terminera 
d’une. facgon anormale par suite de la liaison de certaines des fonc- 
tions avec l’antigéne. La molécule protéique ainsi formée conser- 
vera |’empreinte de l’antigéne. Certaines de ses fonctions qui, nor- 
malement, devraient étre autre part, sont placées la ot les ont 
fixées leurs affinités pour des fonctions convenables de l’antigéne. 
Un processus inconnu détache cette protéine de la cellule comme 
il détache normalement les globulines normales qui y prennent nais- 
sance et l’anticorps passe dans le sang. Il y restera un certain 
temps, jusqu’a ce que les processus normaux (turn over) aient 
détruit sa molécule, mais l’antigéne resté dans la cellule imprime 
son empreinte aux autres molécules de globuline qui y prennent 
naissance. 

L’anticorps ne serait, en somme, qu’une globuline comme les 
autres, née d’un réarrangement moléculaire d'une protéine dans 
une cellule, mais ce réarrangement serait légérement anormal, car 
il se serait effectué dans une cellule contenant un antigéne. 

Cette hypothése trouve des soutiens puissants dans diverses expé- 
riences déja connues. Pauling [7], par exemple, a observé qu’une 
protéine pouvait acquérir une affinilé spécifique rappelant celle 
des anticorps lorsque « l’on dénaturait lentement » celte protéine 
en présence d’une substance jouant le role d’antigéne. Si lon 
examine les conditions expérimentales de Pauling, on s’apercoit 


(9) Dans les cellules formatrices de globulines, celles-ci sont sirement 
aassociées 4 d’autres constituants cellulaires (acide nucléique, lipides, 
etc.). Lorsque la globuline formée quitte la cellule, elle doit étre libérée 
de certaines de ses attaches (des enzymes interviennent peut-¢tre ici). 
C’est peut-étre au cours d’un réarrangement de la molécule protéique, 
occasionné par ce détachement, que les globulines passent par |’état ot 
elles peuvent étre influencées par l|’antigéne. 
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qu’il a, sans le savoir, fait franchir 4 la protéine la surface qui 
limite dans notre diagramme tridimentionnel, le domaine de la 
stabilité de la protéine a ]’état de solution aqueuse. 

De méme, Loiseleur [8], dans de trés belles expériences, a observe 
apparition d’une affinité artificielle d’une protéine lorsqu’elle est 
soumise a ]’action d’ultrasons ou d’actions mécaniques intenses en 
présence d’une substance jouant le rdle d’anligéne. Loiseleur opé- 
rait en milieu alcalin, les actions mécaniques auxquelles il sou- 
mettait sa protéine créaient certainement des pressions locales 
élevées. La aussi, la protéine franchissait la surface limite de notre 
diagramme. 

Quelles sont les forces dont on peut envisager un role dans 
association des molécules lors de la gélification ou lors de l’orien- 
tation de leur réarrangement par l’antigéne ? Liaisons ioniques, 
liaisons covalentes, forces de Van der Waals, liaison hydrogéne 
sont les seules auxquelles ont peut penser dans le cas de la géli- 
fication d’une protéine pure sans intervention d’un réactif quelcon- 
que autre que la soude ou un acide minéral. Mais des gélifications 
peuvent étre produites par des réactifs trés divers, tels que le for- 
mol, la pyridine, les alcools, etc. Ici, il y a probablement combinai- 
son entre le réactif et la proléine, puis le gel se réalise entre les 
molécules de combinaisons ainsi formées. Parfois, on doit admettre 
que le réactif se combine a la fois & deux molécules protéiques 
(formol formant des ponts méthéniques) et sert de trait d’union. 
Parfois, on doit admettre que le réactif se combine ou s’associe 
4 la protéine en recouvrant sa surface et en modifiant les affinités 
de cette surface. Les alcools aliphatiques, par exemple, formant une 
couche orientée 4 Ja surface de Ja protéine, hérissent cette surface 
de leurs radicaux aliphatiques apolaires ; les molécules ainsi recou- 
vertes s’agrégent ensuite par simple échange de forces de Van 
der Waals entre leurs surfaces apolaires. 

En résumé: L’étude des conditions de la gélification des pro- 
téines en fonction du pH, de la température, de la concentration 
protéique et de la pression nous a permis d’émettre diverses hypo- 
théses sur le mode de formation des gels et aussi sur les processus 
qui, dans les organismes animaux, font naitre des anticorps. 
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RECHERCHES 
SUR LES LIPIDES DU SERUM SANGUIN. 
EXISTENCE DANS LE SERUM DE CERTAINS LIPIDES 
QUI N’"ACCOMPAGNENT PAS. LES PROTEINES 
DANS LEUR 
PRECIPITATION PAR LE SULFATE D’AMMONIUM 


par J. BLASS, P. SPRINGELL et M. MACHEBOEUF, 


Lorsque |’on fractionne les protéines du sérum par relargage 
au moyen de sels neutres, ou bien par électrophorése, des lipides 
accompagnent les fractions protéiques. De nombreux travaux ont 
porté sur ce point, nous renvoyons, pour la bibliographie, a une 
récente monographie publiée par Pun de nous (1). 

Lorsque l’on précipite ensemble des protéines en satucant le 
sérum par du sulfate d’ammonium, la proportion de lipides qui 
précipite est tellement élevée que la plupart des auteurs ont admis 
qu'il ne restait pas de lipides en solution. Les légéres différences 
entre lipides du sérum et lipides précipités furent attribuées a 
limprécision des méthodes de dosage. Cependant, nous avons 
constaté des différences supérieures aux erreurs prévisibles. Nous 
avons done repris le probleme en cherchant a isoler directement 
les lipides qui pouvaient étre restés en solution aprés précipitation 
des proléines par le sulfate d’ammonium A saturation. I] faut, 
pour cela, opérer sur de grands volumes de solutions pauvres en 
lipides, mais tres riches en sels. Le probléme n’est done pas 
simple. Nos études ont porté sur des sérums de chevaux, (Ces 
chevaux étaient sains, mais ils avaient déja subi, antérieurement, 
des saignées, car ils étaient des donneurs de sang de notre 
Institut.) 

Dans chaque cas, nous avons d’abord vérifié que le sérum ne 
livrait pas de proportion importante de ses lipides par contact 
simple avec de ]’éther 4 Ja température ordinaire. Ensuite, nous 
avons saturé le sérum avec du sulfate d’ammonium, puis dosé les 
lipides dans le précipité et recherché s’il restait des lipides dans 
le liquide surnageant. 


(1) M. Macnesorur, Exposés annuels de Biochimie médicale (Masson, 
éditeur, & Paris), 1945, 5, 71. 


: LIPIDES DU SERUM SANGUIN AAS 


A. Dosage dans le précipiteé : 

Les lipides du précipité furent dosés par la méthode de Kuma- 
gawa, en utilisant comme solvants d’extraction, 1° de Valcool, 
2° de l’éther, en prolongeant trés longtemps les épuisements. Les 
extraits alcooliques et éthérés étaient rassemblés, puis les sol- 
vants étaient chassés par distillation sous vide. Les résidus étaient 
soigneusement desséchés dans un dessiccateur A vide, puis repris 
par du chloroforme pur et anhydre que l’on filtrait. Le résidu 
insoluble et les filtres étaient traités par de l’eau tres légérement 
acidulée (HCl) et de l’éther. On agitait soigneusement, puis on 
laissait décanter afin de recueillir l’éther. On: évaporait cet éther, 
on séchait son résidu, puis on le reprenait par du chloroforme 
qui était réuni avec le précédent (aprés filtration). Ainsi, notre 
extrait lipidique total contenait toutes les substances solubles dans 
le chloroforme anhydre, y compris les acides gras d’éventuels 
savons. (2). 


B. Dosage des lipides dans le liquide surnageant : 

La solution, saturée en sulfate d’ammonium, débarrassée. de 
ses protéines par centrifugation et filtration sur papier, était par- 
faitement limpide. (Le précipilé et les filtres étaient lavés deux ~ 
fois avec un peu de solution saturée de sulfate d’ammonium et les 
solutions de lavage étaient réunies a ]|’ensemble.) 

Le liquide ains: obtenu est appelé A. Pour vérifier qu’il ne 
contient pas, malgré sa limpidité, des lipides sous une forme peu 
stable en solution aqueuse, le liquide A est agité avec de |’éther ; 


ce solvant n’extrait pas de traces de lipides. Nous avons, d’autre 


part, contrélé que le liquide A ne se trouble pas par acidification 
(4 pH 4) ni par addition d’acide trichloracétique (jusqu’a concen- 
tration de 4 p. 100). 

Le liquide A est concentré au “4/6 de son volume environ. par 
distillation sous vide dans un appareil entiérement rodé dont les 
rodages ne sont pas graissés et dont on avait soigneusement enlevé 
toute trace de lipides. Pendant cette concentration, il se forme 
naturellement de grandes quantités de cristaux de sulfate d’ammo- 
nium. Le résidu est done une pate cristalline. On Jui ajoute 
5 volumes d’alcool absolu et l’on porte a |’ébullition. On maintient 
V’ébullition pendant quatre heures (avec réfrigérant 4 reflux). Le 
mélange est versé sur une cartouche d’appareil de Kumagawa. La 
solution hydro-alcoolique qui filtre est mise de cdté (solution 1), 
puis les cristaux contenus dans la cartouche sont épuisés pendant 
huit heures dans Vappareil de Kumagawa par de l’alcool a 96° 
bien rectifié. On les épuise ensuite par de l’éther pendant deux 


(2) Notons que l’opération destinée 4 récupérer des acides gras de 
savons que n’aurait pas dissous le chloroforme donne seulement des 
quantités trés minimes de substances. 
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heures. La solution I et les extraits alcoolique et éthéré sont ras-_ 


semblés ; les solvants sont évaporés sous vide. Le résidu est dessé- 
ché soigneusement, puis traité comme ci-dessus par le chloro- 
forme anhydre, puis par de l’éther en présence d’eau acidulée. 
On obtient ainsi, finalement, des lipides qui n’avaient pas pré- 
cipité avec les protéines par le sulfate d’ammonium. 
Le tableau ci-contre rassemble nos résultats pour trois sérums. 
Les résultats sont exprimés en grammes par litre de sérum. 


LIPIDES LIPIDES LIPIDES LIPIDES 

extraits précipités |non précipités 

NUMERO DES SERUMS an directement avec les avec les 
sérum initial | par l’éther protéines protéines 


0,06 
0,025 
0,05 


Il reste donc bien des lipides en solution aqueuse aprés la 
précipitation des protéines par le sulfate d’ammonium. Leur quan- 
tilé est trés variable suivant les sérums étudiés, mais elle n’est 
pas nulle (8). 


I] est surprenant que ce fait ait été généralement négligé jus— 


quici, et les seuls chiffres que nous avons pu trouver dans la 
littérature (4, 5) ont été obtenus simplement par différence entre 
les lipides totaux et les lipides précipités. 


Puisque nous avions maintenant ces lipides eux-mémes, nous: 


pouvions les analyser. Ils sont trés pauvres en cholestérol et en 


phosphore ; les teneurs sont, par exemple, dans nos expériences = 


Cholestérol, p. 100 : 0,6, 1,7, 1,8 et 2,0. 
Phosphore, p. 100 : 0,05 et 0,07. 


A titre de comparaison : les lipides totaux des mémes sérums: 


avaient les teneurs suivantes : 

Cholestérol, p. 100 : 15.4 17,3. 

Phosphore, p. 100 : 0,8 4 0,9. 

On sait que les extraits lipidiques totaux obtenus directement 
du sérum, comme nous l’avons fait dans ces expériences, con- 


tiennent toujours plus d’azote que ne le ferait prévoir leur teneur 


en phosphore ; nous trouvons, par exemple, 1,7 p. 100 d’azote 


dans ces lipides. Nous trouvons des chiffres voisins (1,0 A 1,2) 


C 


(3) Elle est, dans nos trois sérums, d’autant plus grande que: le: 


sérum est plus riche en lipides. 


(4) G. Sannor, Le probléme des protéides, 1 vol., Paris, 1934. Doin. 


édit., 65. 
(5) Turner et Gipson, J. clinical Invest., 1932, 44,-735 


vf 
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dans les lipides non précipités avec les protéines, bien que leur 
teneur en phosphore soit infime. L’azote n’est done strement pas, 
dans ce cas, phospho-amino-lipidique. 

Nous avons vérifié que les lipides solubles dans l’eau donnent 
bien des acides gras lorsqu’on les hydrolyse. Aprés saponification 
au moyen de potasse alcoolique bouillante, nous avons pu ainsi 
obtenir 43 p. 100 d’acides gras typiques purifiés. Ce chiffre est 
faible, mais nous avons toujours da opérer sur des masses trés 
petites de lipides, la précision est donc mauvaise, et le chiffre 
donné ici ne représente qu’un ordre de grandeur minimum. 

En somme, une partie non. négligeable des lipides du sérum 
sanguin se trouve sous un état physique curieux, en solution 
dans une phase aqueuse et ne précipitant pas avec les globulines 
ni avec les albumines lorsque l’on précipite ces protéines par du 


sulfate d’ammonium Aa saturation. Dans ces conditions, il reste en | 


solution tellement peu de protéines que I’acide trichloracétique 
ne les décéle pas ; or, les quantités de lipides sont parfois assez 
importantes, dépassant méme, dans une de nos _ expériences, 
2 grammes par litre. S’il existait ici des quantités de protéines 
suffisantes pour expliquer le maintien de ces lipides en solution 
a létat de cénapses lipoproléiques, il serait facile de les déceler, 
or il n’en est rien. D’autre part, Ja stabilité en phase aqueuse de 
ces lipides est trés grande, puisqu’ils n’abandonnent pas l'eau 
si on lagite avec de ]’éther. 

Ces lipides hydrosolubles ne sont pas des stérols ni des esters 
de cholestéryl ; il ne sont pas non plus des phospho-aminolipides. 

En résumé: A cdté de grandes quantités de lipides qui sont 
liés aux protéines et les accompagnent lors de leurs  précipita- 
tions, le sérum contient de petites quantités de lipides qui restent 
en phase aqueuse si l’on précipite les protéines par le sulfate 
d’ammonium. Ces lipides ne sont pas des phospho-aminolipides 
ni du cholestérol, ni des esters de cholestéryl. 
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ACTION DES ANTIBIOTIQUES 
SUR LE METABOLISME PROTIDIQUE 
DES BACTERIES 


Il. — RECHERCHES SUR LE METABOLISME DES AMINOACIDES 


par F. GROS, M. MACHEBOEUF et Urr RAMBECH. 


Dans un travail précédent [4], nous avons recherché si les anti- 
biotiques modifiaient le catabolisme des protéines et des peptides 
chez les bactéries ; nous nous sommes adressés, dans ce but, & un 
microbe fortement sensible aux antibiotiques et trés protéoly- 
tique : Clostridium sporogenes. 

Mais il restait 4 examiner l’influence des antibiotiques sur le 
métabolisme des aminoacides ; c’est, une fois encore, au genre 
Clostridium que nous nous sommes adressés. 

On rencontre, en effet, chez les Clostridia des modalités frés 
différentes dans le métabolisme du groupement aminé [2, 3, 4, 
5, 6]. 

1° Un processus de désamination par voie directe par lequel 
un aminoacide est désaminé, sans intervention d’aucun autre 
amino-acide. Tous les Clostridia (et également toutes les bactéries 
i Gram positif) peuvent désaminer ainsi au moins l’arginine. Mais 
dans certains cas, la désamination directe peut porter sur un assez 
grand nombre d’aminoacides. Dans le cas du Clostridium sporo- 
genes en anaérobiose stricte, la désamination directe n’est plos- 
sible que pour larginine, lornithine, la cystéine (du moins pour 
la souche GO, utilisée ici). En aérobiose, le Clostridium désa- 
mine également l’alanine. 

Dans le cas du Clostridium saccharobutyricum, la désamination 
directe porte sur les aminoacides suivants : arginine, ornithine, 
cystéine, acide glutamique, acide aspartique, sérine, histidine. 

2° Un processus de désamination couplée par oxydoréduction 
dit réaction de Stickland (assez fréquent dans le genre Clos- 
iridium) ; il existe aussi chez quelques autres anaérobies strictes. 

On peut le schématiser ainsi : un aminoacide (l’alanine par 
exemple) cede, en présence de suspensions hactériennes, de 
Vhydrogéne & un aminoacide accepteur d’hydrogéne (la glycine 
par exemple), et la réaction est-accompagnée d’un dégagement 
d’ammoniaque. 


3 MT yeh ees 
eae te ok 
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NH, 
CRA aa 5 Teen ener 
: (co. F220 —> Gls — CO. + [iH [+ CO. + 4H (1) 


2 


4H + 2NH,— CH, —CO,H —> 2CH, —CO,H +| 2NH, | (2) 


Chez les microbes qui peuvent mettre en ceuvre la réaction de 
Stickland, le pouvoir de désamination directe est trés limité. 
C’est le cas du Clostridium sporogenes. Si l’on place en anaéro- 
biose stricte des germes non proliférants en présence d’alanine 
par exemple, cet aminoacide reste intact. I] en est de méme de 
la glycine (qui est faiblement attaquée), mais lorsque les deux 
amino-acides sont couplés, il se produit de l’ammoniaque en abon- 
dance. 


A. — ACTION DES ANTIBIOTIQUES SUR LES DESAMINATIONS DIRECTES 
(SANS COUPLAGE). 


Dans notre Institut, Raynaud, Cohen et Nisman [7] ont déja 
constaté que la pénicilline est sans action sur la désamination de 
Varginine par Clostridium sporogenes, ainsi que sur les diverses 
activités désaminantes de Clostridium saccharobutyricum. Nous 
avons confirmé leurs résultats et étendu cette étude a 2 anti- 
biotiques différents : streplomycine et tyrothricine. 

Le tableau suivant résume nos expériences. Les aminoacides 
que nous avons étudiés sont les suivants : 

a) Pour Clostridium sporogenes : arginine et |’ ornithine. 

b) Pour Clostridium saccharobulyricum : V arginine, ! ornithine, 
Vacide glutamique, la sérine et lhistidine. 

Les germes ulilisés dans les deux cas provenaient d’une culture 
de dix-huit heures sur bouillon VF non glucosé. Ils étaient, aprés 
lavage, mis en suspension dans de |’eau physiologique (10 cm* 
d’eau pour la quantité de bactéries récollées 4 partir de 1 litre 
de bouillon). Les expériences furent réalisées en anaérobiose 
stricte (tubes scellés sous vide). Dans chacun des tubes on plagait 
0,5 mJ. d’émulsions microbiennes en présence des divers amino- 
acides dont la concentration finale était M/50. Le milieu était 
tamponné a pH 7,0 par un tampon de phosphates. Le volume 
était ajusté dans chaque cas a 5 ml. par de l’eau physiologique. 

Apres des durées variables d’incubation 4 40° C, on préleva 
dans chacun des tubes 2 ml. du mélange pour y doser l’ammo- 
niaque d’aprés le procédé de Raynaud et Gros [8]. Dans les 
tableaux suivants figurent les quantités d’ammoniaque exprimées 
en millilitres N/100 provenant de la désamination de 1 ml. 
d’aminoacide M/10, déduction faite des quantités d’ammoniaque 
trouvées dans les témoins sans aminoacides. 


a 
> 
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a) Action des antibiotiques 
sur les désaminases de « Cl. sporogenes ». 


*EMOIN PENICILLINE STREPTOMYCINE TYROTHARICINE 


1.000 U.O./ml. 1.000 U./ml. 400 pe /ml. 
Arginine = <3 21 28 26 40 ¢ 
Ornithine... . 8,5 8,0 rho vies 


b) Action des antibiotiques 
sur les désaminases du « Cl. saccharobutyricum ». 
—EEEE inne 


STREPTOMYCINE TYROTHRICINE 


N . SMOIN 
INCUBATION : 20 HEURES TEMO 1.000 U.0./ml. 400 wg./ml. 


AT INING! ys bos 


Acide glutamique. . 
Ornithine. . . 
Sérine. . . 

Histidine . 


Si on met a part la désamination de l’arginine par Clostridium 
sporogenes, qui est inhibée par la tyrothricine, on voit que dans 
tous les autres cas, les activités désaminantes des Clostridia ne 
sont pas modiliées par Vaddilion de doses massives de strepto- 
micine ou de tyrothricine. 

En résumé, a part une exception (l’arginine), la pénicilline, la 
streptomycine et la tyrothricine n’ont aucune action sur les désa- 
minases simples des « Clostridia ». 


I. — Cas de l’arginine. 


Nous avons vu que la tyrothricine inhibe, mais ne supprime 
pas la désamination de l’arginine, L’utilisation de larginine par 
le Clostridium entraine normalement la libération de 3 molécules 
d’ammoniaque (environ) par molécule d’aminoacide mis en 
ceuvre. En présence de tyrothricine, il apparait seulement une 
molécule d’ammoniaque. 

Un rappel de nos connaissances sur l’utilisalion de l’arginine 
par les bactéries & Gram-posilif permettra d’éclairer le méeca- 
nisme de l’action de Ja tyrothricine. 

On doit a Hills [9] une étude systématique du métabolisme des 
aminoacides par les bactéries 4 Gram-positif. L’auteur a constate 
que les bactéries de ce groupe ne désaminent pratiquement que 
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l’arginine, les autres aminoacides étant peu ou pas attaqués. Le 
mécanisme de la désamination consiste dans le clivage de l’argi- 
nine en ornithine, CO,, hydrogéne et ammoniaque suivant “le 
schéma : 


COU 
NHg— CNH = (cH,)y = cH a, 7 2NHs + Hy + CO» + ornithine, 


Y Nia 
NH + 2H,0 


L’urée fait toujours défaut parmi les produits de dégradation. 

Nous avons donc affaire ici & une diastase différente de 1’ argi- 
nase typique du foie (qui dégrade l’arginine en ornithine et urée) ; 
Hills ’a dénommée : arginine-dihydrolyase. 

En somme, dans tous ces cas, ]’attaque enzymatique de l’argi- 
nine se solde par une destruction du groupement guanidique en 
CO, et NH,. L’ornithine n’est pas désaminé plus avant. 

Cependant il existe certains germes Gram-positifs, et en parti- 
culier Clostridium sporogenes qui sont susceptibles de désaminer 
Vornithine, l’attaque portant sur le groupement aminé en a par 
rapport au carboxyle. On doit donc trouver dans les produits de 
dégradation de l’arginine chez ces microorganismes 3 molécules 
d’ammoniaque par molécule d’arginine catabolisée. C’est effec- 
tivement ce que l’on constate approximativement. 

Puisque, en présence de tyrothricine il apparait, au cours de 
la désamination par le Clostridium, 2 molécules d’ammoniaque 
en moins sur les 3 molécules qui sont d’ordinaire libérées, on 
peut dés a présent se demander si ces 2 molécules n’appar- 
tiennent pas au groupement guanidique de l’arginine, dont le 
catabolisme se trouverait bloqué. Une série de faits permettent 
d’étayer cette hypothése : 

1° La désamination de l’ornithine par Clostridium sporogenes 
qui porte sur le groupement o-aminé, n’est pas inhibée par la 
tyrothricine. Par raison d’homologie chimique, la tyrothricine 
ne doit pas empécher non plus la désamination du groupement 
aminé en o de l’arginine ; il doit done apparaitre en présence 
de tyrothricine, au moins une molécule d’ammoniaque par molécule 
d’arginine métabolisée, c’est bien ce que l’on constate. 

2° On dispose, avec la méthode de Weber [40], dérivée du 
procédé de Sakaguchi, d’une technique nous permettant de 
suivre, par un dosage spécifique, le sort du chainon guanidique 
de arginine, au cours du catabolisme. L’examen du tableau 
ci-contre prouve qu’en présence de tyrothricine la partie guani- 
dique de l’arginine n’est pratiquement pas métabolisée, tandis 
qu’en absence Beanbbietaae on assiste 4 sa dégradation presque 
totale. 

En résumé, la ee ae inhibe « Varginine-dihydrolyase » 
du « Clostridium sporogenes ». Ce fait revét une importance assez 
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Devenir du groupement guanidique 
au cours de la désamination de l’arginine 
par « Clostridium sporogenes ». 


— LT 


. . 
Quantité de guanidine présente dans l’arginine 


introduite au départ.. . 3,2 mg. 
Quantité de guanidine disparue apres 44 heures ; 
incubation en Uabsence de tyrothricine .. . 2,75 mg. 


Quantité de guanidine disparue aprés 14 heures 
d'incubation & 37° en presence de tyrothricine : 


X00 jug Jiale sles. nytlgs ess eee eeein eee 0 
PRUE aarp ct Rat Ce ats OUR rEd Bind adit AO. I 0 


grande car la désamination de arginine est, rappelons-le, un 
processus biochimique dont l’existence est générale chez les bac- 
téries 4 Gram-positif et liée étroilement, d’aprés Hills, a leur 
pouvoir pathogéne [9]. 

On sait que la tyrothricine est un mélange complexe de poly- 
peptides dont on peut extraire deux fractions polypepltidiques 
nouvelles douées de propriétés biochimiques assez différentes, la 
tyrocidine et la gramicidine. Ainsi la tyrothricine renferme de 
70 & 80 p. 100 de tyrocidine et de 15 a 30 p. 100 de gramicidine. 

Nous avons donc recherché si l’action de la tyrothricine sur le 
métabolisme de larginine était imputable 4 sa fraction tyro- 
cidine ou a son autre constituant fondamental : la gramicidine. 
L’expérience montre que seule la tyrocidine inhibe l’arginine 
dihydrolyase, la gramicidine demeurant sans action, dans les 
limites des concentrations envisagées. 


NH. Lipire 
en millilitre N/100 
a partir de l’arginine 
1 ml. M/10 (témoin déduit) 


Suspensions + arginine. . . 25 ml. 
Suspensions + arginine + tyrothricine 400 ug. mal. 40 ml. 
Suspensions + tyrocidine 320 yg./ml.. .. . . 40 ml. 
Suspensions + gramicidine 80 yg. /ml. tite ehcoe 24 mi, 


SS 


I] est intéressant de conslater que Ja désamination de Vargi- 
nine par Clostridium saccharobutyricum n’est pas inhibée par Ja 
lyrothricine. Ce germe ne produisant qu’une molécule d’ammo- 
niaque par molécule d’arginine, on peul penser que l’origine de 
lammoniaque est le groupement aminé a-carboxylé de l'argi- 
nine, dont la dégradation, nous l’avons vu, n’est pas empéchée 
par la tyrothricine, Ceci est conforme également aux conclusions 
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dun travail de Cohen et Nisman établi sur des bases différentes. 

Nl faut signaler enfin, que ni la guanidine ni l’urée ne sont 
désaminées par le Clostridium sporogenes, ce qui empéche de 
rechercher l’action de l’antibiotique sur le catabolisme de ces sub- 
stances et que de plus, la tyrothricine n’affecte pas l’activité 
uréasique des préparations de Soja (voir un autre de nos tra- 
vaux) {47}. 


Il. — Action des antibiotiques sur 1’oxydoréduction 
des aminoacides : 
7 et sur leur formation a partir d’acide pyruvique. 


A. — ACTION DES ANTIBIOTIQUES SUR LA REACTION DE STICKLAND. 
— Un certain nombre de travaux antérieurs de notre labora- 
toire [7, 5, 44] ont déja montré Vinhibition par la pénicilline de 
la réaction de Stickland et analysé le mécanisme de cette inhibi- 
tion. Nous n’insisterons done pas beaucoup sur ce point. Nous 
apporterons seulement aujourd’hui quelques chiffres relatifs 
a Vaction de la streptomycine et de la tyrothricine sur la réaction 
de Stickland montrant que le comportement des trois antibio- 
tiques sur ce point est similaire. 


Réaction de Stickland. Millilitres NH, N/100 pour 5 ml. 
Incubation de douze heures a 37°. pH 7,0 (anaérobiose stricte). 


: PENICILLINE | STREPTOMYCINE | TYROTHRICINE 
SERIE NORMALE 14000 U.O./ml.| 1.000 U./ml. | 400 pg./ml. 
A B A B A B A BL 
Suspension seule....... PAS} 0 0,85] 0 0,85 | 0 0,55 | 0 
Suspension + alanine M/10. .| 2,3 0 0,95 | 0,40 | 0,85 | 0 : OFS eos es 
Suspension + glycine M/5 . a0 Oe PARTON Os Son) 430]. 05 451 1.05825) Onan 
i alanine M/10. 3,95 | 2,40 | 4,87 | 4,02 | 4,15 | 0,60 
Suspension + } glycine M/S . 10,5 8,2 5 ; , , 19 ’ 
Suspension + leucine M/10. .| 2,0] 0 0,83 | 0 0,80 | 0 0,62 | 0,07 
leucine M/10. 2,5 | 4,65 | 3,0 | 2,45 | 1,25 | 0,70 
Suspension + glycine M/s { SiON gD th ; , ; , 25 ; 


A, résultats obtenus ; B, différence avec suspensions seules 


Nous avons recherché |’influence de la tyrocidine et de Ja gra- 
micidine sur la réaction de Stickland, ces deux polypeptides 
entrant dans la constitution de la tyrothricine. 

L’expérience montre que l’inhibition par Ja tyrothricine de la 
réaction de Stickland est imputable, vraisemblablement, a son 
constituant polypeptidique « tyrocidine », car cette substance, 
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méme a doses relativement faibles, inhibe la réaction de Stick- 
land, tandis que la gramicidine est peu active dans les limites 
de concentration ot nous avons opéré. Dans cette expérience, 
nous avons comparé l’action des 3 antibiotiques : tyrothricine, 
tyrocidine et gramicidine. Nous avons utilisé des quantités de 
ces deux derniéres substances égales a celles présentes dans les 
quantités de tyrothricine utilisées. On peut les calculer approxi- 
mativement puisque ]’on sait que la tyrothricine contient environ 
80 p. 100 de tyrocidine et 20 p. 100 de gramicidine. 


NH, pd A LA REACTION D® STICKLAND 
millilitres N/100. 
Incubation 6 heures a 37° C 


LOMO) Sci homimmel aie Mell speek: 
Tyrothricine: ss400spesimliiiey oe ete 
20028 jon ee ve sre a Os 
TTT ay Brey aes We tyr cea 
yrocidine?* 7320" hey / Makes re estes « 
Ag Tse) Hey en (ae TS, Sak ar 
RDTATY ey fcc i Bema ve BABES 
Gramicidine :  80\pg./ml. 9. <2 2 3%. 
20M ed mil casera 


enwmococwrrc 


Fait remarquable, tandis que la pénicilline, la streptomycine et 
la tyrothricine sont toutes sans action sur les processus de désa- 
mination simple des aminoacides par les bactéries, elles inhibent 
toutes les trois les processus de désamination couplée. Nous 
avons déja précisé [42] les modes d’action de la pénicilline et de 
la streptomycine sur la réaction de Stickland : rappelons que ces 
deux antibiotiques interférent avec Jl utilisation des mononu- 
cléotides. Or, nous avons trouvé que ces mononucléotides sont 
des cofacteurs de la réaction de Stickland. 

La tyrothricine, au contraire, s’est révélée dépourvue d’action 
vis-a-vis du calabolisme des mononucléotides [46]. Nous avons 
done recherché quel pouvait étre le mécanisme biochimique de 
Vinhibition exercée par cette substance sur la réaction de 
Stickland. 

Nous avons pour cela éludié comparativement l’action des 
3 antibiotiques sur la déshydrogénation de l’alanine en présence 
de suspensions de Clostridium et de bleu de méthyléne et nous 
avons rencontré ici des différences remarquables. 

Action des antibioliques sur l'alanine déshydrogénase de « Cl. 
sporogenes ». — Pour ces expériences, nous nous sommes adressés 
a la technique de Thunberg, mettant en ceuvre des émulsions 
lavées de Clostridium qui renfermaient de 15 a 20 mg. de 
microbes pesés secs ; 1 ml. d’émulsion était mis en présence de 


METABOLISME PROTIDIQUE DES BACTERIES 453 


bleu (1 ml. M/1.200) et d’un tampon phosphaté (1 ml. de tampon 
M/15, pH 7,4) et, suivant les cas, d’eau distillée ou d’antibiotique 
aux concentrations indiquées dans le tableau suivant. Le second 
compartiment du systeme de Thunberg renfermait de l’alanine 
(1 ml. M/10). Aprés avoir établi le vide dans les différents tubes, 
on les plongeait dans un thermostat 4 37° pendant trois minutes 
puis les contenus des divers compartiments des tubes étaient 
rapidement mélangés. On mesurait alors le temps nécessaire pour 
la décoloration du bleu. Les résultats de cette expérience sont 
rapportés dans le tableau suivant : 


TEMPS 
de décoloration 


MEMUOUIE(SELMeES SEMIS) Al ees ops to) BAP chet eet: Pas de décoloration 
; en 120 minutes. 
SUSPENSIONS | ALOMING he". eel sin toel tees Mole, ve a es a 5 minutes. 
Suspensions + alanine + pénicilline (4.000 U./ml.) . . 5 minutes. 
Suspensions + alanine + streptomycine (1.000 U./ml.). 4 minutes. 
Suspensions + alanine + tyrothricine (400 ug./ml.) . . 70 minutes. 


Suspensions + alanine + tyrocidine (320 ug /ml.) . . .| Pas de décoloration 
en 120 minutes. 


Suspensions + alanine + tyrocidine (20 pg./ml.). . . .| Pas de décoloration 
en 120 minutes. 
Suspensions + alanine + gramicidine (80 yg./ml.). . . 4 minutes. 


On voit que Ja pénicilline et la streptomycine n’empéchent pas 
la déshydrogénation de alanine par Clostridium sporogenes. 
C’est sur des réactions accompagnant le transport de Vhydrogéne 
que doivent intervenir ces deux substances. 

La tyrothricine, au contraire, inhibe l’alanine-déshydrogénase et 
c’est ainsi qu’elle doit inhiber la réaction de Stickland. La tyro- 
cidine semble étre le principe actif de ce complexe polypeptidique 
dans son action sur |’alanine-déshydrogénase (inhibition par des 
concentrations trés faibles de tyrocidine). La gramicidine semble 
dépourvue d’action (1). 


B. — ActTIoN DES ANTIBIOTIQUES SUR LA FIXATION DES Ions NH, 
PAR LES ACIDES CETONIQUES CHEZ Clostridium sporogenes. — Une 
étape particuliérement importante du métabolisme protidique en 
général est la transformation des acides cétoniques en amino- 
acides. Le mécanisme de cette transformation peut se faire comme 
on le sait, de deux fagons : 


(1) L’action inhibitrice de la tyrothricine (et de la tyrocidine) sur 
Valanine déshydrogénase est peut-étre le fait d’une lyse (dilution de 
cofacteurs) comme elle peut relever au contraire d’une action directe 
sur un enzyme. Cette question est 4 1’étude. 


45% ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


1° Par transamination (muscle, certaines bactéries) ; 

2° Pr fixation directe de l'ammoniaque sur un radical céto- 
nique (amination). 

Ce dernier processus découvert par Embden et Schmitz [43] 
a fait Pobjet, de la part de certains auteurs, d’une étude appro- 
fondie (voir Kritzmann [48], puis Aubel [4] et Nisman [44] dans le 
cas du Clostridium sporogenes). 

Nisman, Rayanud et Cohen [6] ont étudié le mécanisme de la 
transformation de l’acide pyruvique en aminoacide, en présence 
d’ammoniaque sous l’effet des suspensions lavées de Clostridia, 
et montré qu'il s’effectue en plusieurs étapes : 

Les acides glutamique, aspartique et l’alanine ont été caracté- 
risés par ces auteurs au moyen de la méthode chromatogra- 
phique. 

Dans le présent travail nous nous sommes contentés de suivre 
la disparition de l’ammoniaque en présence de l’acide pyruvique 
pour voir si, d’une maniére globale, les processus d’amination 
étaient modifiés par Jes antibiotiques. 

Les expériences eurent leu en présence d’acide pyruvique M/5 
a pH 7,2 (tampon phosphaté) et d’ammoniaque M/50 (concentra- 
tion en NH, qui, d’aprés Nisman, Raynaud et Cohen est opti- 
male pour la formation d’aminoacides par le Clostridium a partir 
d’acide pyruvique). L’incubation a 40° C fut réalisée pendant des 
durées variables en anaérobiose stricte. Les chiffres du tableau 
expriment en millilitres M/100 les quantités d’ammoniaque 
retrouvées dans divers échantillons en présence et en lVabsence 
d’antibioliques pour 5 ml. d’émulsion, 


4 HEURES 42 HEURES 


F Suspension | . : 
Suspension + NU Suspension 


NH | ae oveuye aoe 


Suspension 


emoimns:. =. “£0 (A Ma 10,5 5 42 

Pénicilline 4.000 U.. . 5 10 a) oe 
Streptomycine 1.000 Umi. tare 40,5 f 44,5 
Tyrothricine 400 pg/ml... . . 10 : 41,3 


(1) Les chiffres de cette colonne montrent qu'une légére autolyse a libéré de l'ammo- 
niaque en douze heures. 


Si nous calculons la quantité d’ammoniaque fixée par rapport 


a’ Vammoniaque présent au début de l’expérience, nous trou- 
VOnNS ; 


>on 
a 
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DUREE D’INCUBATION 


4 heures 12 heures 


iTémoin 48 p. 4100 54 p. 100 
Pénicilline 1.000 U.O /ml 45 is 400 60 Ms 400 
Streptomycine 4.000 U.O./ml 47 p. 100 54 p. 100 
Tyrothricine 400 pg./ml 75 p. 100 400 p. 100 


On voit que normalement la fixation d’ammoniaque n’est pas 
totale, méme aprés douze heures ; ceci confirme les résultats de 
Nisman, Raynaud et Cohen, selon qui le taux de fixation dans les 
meilleures conditions ne dépasse jamais 70 p. 100. Cet optimum 
est atteint aprés une certaine durée d’incubation variable suivant 
les expériences, puis le taux de fixation décroit ensuite. 

L’examen du tableau montre que la pénicilline et la strepto- 
mycine ne modifient pas sensiblement le phénoméne dans son 
ensemble. 

La tyrothricine, au contraire, semble agu a la fois en accélé- 
rant la fixation de NH, et en élevant considérablement sa limite. 

Voici une hypothése permettant d’interpréter facilement ces 
résultats : 

L’acide pyruvique, au cours de l’incubation, ne fixe pas seu- 
lement des ions NH, pour donner de |’alanine, suivant les réac- 
tions décrites ci-dessus. I] subit également d’autres transforma- 
tions. Nous avons montré, en particulier, la formation d’acéty]- 
phosphate a partir de lVacide pyruvique et de phosphates chez 
Clostridium sporogenes [15]. 

Il en résulte un équilibre de transformation qui empéche les 
réactions d’amination d’étre totales. Or, nous avons montré, au 
cours de travaux antérieurs [46] que la tyrothricine empéchait la 
transformation de l’acide pyruvique en acétylphosphate (2). On peut 
done penser qu’en présence de tyrothricine, l’acide pyruvique est 
totalement utilisé pour les réactions d’amination, sa transforma- 
tion suivant d’autres processus se trouvant inhibée par l’antibio- 
tique. 

La streptomycine et la pénicilline, au contraire, sont sans 
action sur la formation d’acétylphosphate 4 partir d’acide pyru- 
vique. Elles n’empéchent donc pas la transformation de cette 
substance en acide acétique. 


(2) Nous avons constaté d’ailleurs que Ja tyrocidine diminue de 
80 p. 100 la vitesse de déshydrogénation de l’acide pyruvique par tes 
suspensions de Clostridium en présence de bleu de méthyléne. 
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Résumé. 


1° La pénicilline et la streptomycine n’ont aucune action sur la 
désamination des aminoacides que le Clostridium sporogenes et 
le Clostridium saccharobutyricum. peuvent désaminer (bactéries 
non proliférantes). 

2° La tyrothricine n’agit pas non plus sur la désamination 
directe des fonctions amines situées en a par rapport au groupe 
carbonyle des ‘aminoacides. Mais elle empéche la libération 
d’ammoniaque a partir du groupement guanidique de |’arginine. 
Cet aminoacide forme donc en présence de tyrothricine une seule 
molécule d’ammoniaque au lieu de trois chez Clostridium sporo- 
genes. La tyrocidine purifiée manifeste la méme action que la 
tyrothricine, tandis que la gramicidine est inactive dans les condi- 
tions de nos expériences. 

3° Les 8 antibiotiques étudiés.: pénicilline, streptomycine et 
tyrothricine inhibent la réaction de Stickland (désamination 
couplée d’aminoacides). Mais leurs mécanismes d’action ne sont 
pas identiques. En effet, la pénicilline et la streptomycine 
n’agissent pas sur l’alanine désydrogénase (expériences en tubes 
de Thunberg) tandis que la tyrothricine linhibe considérablement 
(la tyrocidine purifiée suffit a réaliser cette inhibition). La péni- 
cilline et la streptomycine doivent agir sur la réaction de 
Stickland au stade du transport de Vhydrogéne, tandis que la 
tyrocidine agit sur la déshydrogénation du donateur d’hydrogéne. 

4° La pénicilline et la streptomycine sont sans action sur la 
fixation d’ammoniaque par les suspensions de Clostridium non 
proliférant en présence d’acide pyruvique. Au contraire, la tyro- 
thricine active cette fixation et lui permet d’alteindre une limite 
beaucoup plus élevée. Nous avons déja montré que la tyrothri- 
cine inhibe considérablement la transformation de l’acide pyru- 
vique en acélylphosphate, tandis que la pénicilline et la strepto- 
mycine n’agissent pas sur cette transformation. Nous pensons 
done que l’action de la tyrothricine est ici indirecte ; l’antibiotique, 
empéchant l’acide pyruvique de passer partiellement a |’état 
d’acide acétique, le laisse entiérement disponible pour la fixation 
de lammoniaque qui conduit aux aminoacides. 
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RECHERCHES 
SUR LA FIBRINOLYSINE STAPHYLOCOCCIQUE 


par J. PILLET, P. MERCIER et R. PERY. 


La fibrinolysine staphylococcique que nous étudierons ici est 
une substance élaborée par certaines souches de ce microbe, dont 
la. propriété caractéristique est de lyser le fibrinogéne et la fibrine. 
Bien que n’ayant fait l’objet d’aucun travail en France, elle a 
suscité des recherches assez nombreuses a l’étranger et semble 
liée au caractére pathogéne des souches et dans une certaine 
mesure 4 leur origine. Nous examinerons ces deux rapports sur 
281 souches de notre collection, aprés avoir tout d’abord décrit les 
tests permettant le mieux de démontrer son élaboration. Nous 
aurons ainsi l’occasion d’étudier la production comparée de fibri- 
nolysine et de coagulase, substance dont la mise en évidence est 
considérée comme le test le plus précis de pathogénése pour le 
staphylocoque. Nous décrirons ensuite la méthode de concentra- 
tion et de purification qui nous a permis d’obtenir la solution 
fibrinolytique active dont nous éludierons quelques caractéres, et 
principalement les propriétés antigéniques. Nous terminerons 
enfin en examinant les relations pouvant exister entre fibrinolysine 
et @ toxine d'une part, fibrinolysine et coagulase d’autre part. 


1. — MIseE EN EVIDENCE DU PHENOMENE ET CHOIX DU TEST. 


lréquemment, aprés coagulation du plasma par les staphylo- 
coques pathogénes, on assiste a une dissolution plus ou moins 
rapide et plus ou moins complete du caillot formé. Quelquefois 
la lyse est si précoce quelle peut masquer la coagulation et l’on 
concoit bien, dés lors, qu'une des premiéres difficultés rencon- 
trées dans ces recherches ail été de séparer les substances respon- 
sables des actions coagulante et fibrinolytique du staphylocoque. 
Laissant de colté pour Vinstant cetle question, nous ne parlerons 
ici que des tests permettant de mettre en évidence la seule fibri- 
nolysine, l’action de cette substance étant recherchée soit sur 
le fibrinogéne précipité, soit sur un eaillot obtenu par recaleifi- 
cation d’un plasma oxalaté, la coagulation par le staphylocoque 
étant ainsi dans les deux cas mise hors de cause. 


a) MsTHODE DE LA GELOSE A LA FIBRINE. Cetle méthode 


préconisée par Christie et Wilson [4] présente le grand avantage 
/ 
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de permettre une étude systémalique el rapide de la propricté 
fibrinolytique sur un grand nombre de souches. 

On part de plasma de lapin oxalaté que |’on chauffe a 56° au 
bain-marie pendant dix minutes, la fibrine précipite et est 
recueillie par centrifugation pour étre reprise par une quantité 
d’eau physiologique égale 4 celle du plasma primilif ; on dépose 
alors 1 em* de cette émulsion dans une boite de Petri de 10 cm. 
de diamétre dans laquelle on coule ensuite 6 cm* de gélose a 
3 p. 100 portée a 56°. On mélange alors rapidement, puis on laisse 
refroidir. On obtient ainsi des boites de gélose opacifiée par la 
fibrine sur lesquelles on ensemence ponctuellement les souches 
a étudier, La lecture, trés facile, se fait aprés douze heures 
d’éluve. On observe alors dans les cas positifs une auréole trans- 
parente due a la lyse de la fibrine tranchant sur le fond opaque 
de la boite. Cette méthode se préte mal a l'étude quantitative de 
la fibrinolysine et nous pensons qu'il faut avoir recours a la 
méthode de Tillet et Garner [2] mise au point pour étudier la 
fibrinolysine streptococcique. 


b) Mérnope ve Tirrer et Garner. — Cette technique consiste 
a provoquer la coagulation d’un plasma oxalaté par recalcifica- 
tion et a faire agir sur le caillot ainsi obtenu le filtrat de la 
culture bactérienne a tester. En pratiquant des dilutions crois- 
santes de la fibrinolysine employée on peut ainsi titrer son acti- 
vité. I] est également possible d’obtenir un caillot en additionnant 
de thrombine une solution de fibrinogéne purifiée et opérer sur 
ce caillot comme précédemment. Signalons que le liquide fibri- 
nolytique peut étre aussi bien ajouté au plasma ou au fibrinogéne 
avant l’addition de calcium ou de thrombine, la lecture devenant 
ainsi a notre avis beaucoup plus facile grace a la grande homo- 
eénéité du caillot. 


Il. — PropuctTIoN DE FIBRINOLYSINE, ORIGINE DES SOUCHES, 
ET POUVOIR PATHOGENE. 


Lorsque l’on recherche le pourcentage des souches fibrinoly- 
liques d’aprés les chiffres publiés par les différents auteurs, on 
se trouve en présence de résultats trés variés quant a la propor- 
tion et 4 l’origine de ces souches. Le détail de ceux-ci sera donné 
ailleurs [8] et nous nous contenlerons d’insister ici sur la erande 
variabililé des résultats enregisitrés qui vont de ceux de Tillet et 
Garner [2] qui ne trouvent que quelques souches « occasion- 
nelles » fibrinolysant le plasma, & ceux de Aoi [4] pour qui 
89 p. 100 des staphylocoques isolés de foyers purulents sont 
_ fibrinolytiques. 

Nous avons nous-mémes recherché la production de fibrinoly- 


Se 
+" > 


A 


he 


Se. igus ee 


oa i | 


460 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


sine sur les 281 souches de la collection du laboratoire, et ce sont 
les résultats de cette étude que nous donnerons maintenant en 
classant les souches suivant leur origine et en rapportant comp - 
rativement les résultats obtenus dans la recherche de la coagulase. 

Les souches d’origine pathogéne proviennent de lésions cuta- 
nées telles qu’anthrax, furoncles, panaris, sycosis, acné, alors que 
les souches d’origine non pathogéne ont été isolées des fosses 
nasales de sujets indemnes de staphylococcies. 


Résuttats. — Staphylocoques d’origine pathogéne 
St. fibrinolysine + . 160, soit 82 p. 100. 
St. fibrinolysine — . 33, soit 18 p. 100. 
St. coaguluse +... 472; soit 89 p. 100. 
St. coagulase — 21, soit 44 p. 100. 
Staphylocoques d’origine non pathogéne 
St. fibrinolysine + .. 40, soit 45 p. 100. 
St. fibrinolysine — . 48, soit 55 p. 100. 
St. coagulase+.. 31, soit 35 p. 100. 
St. coagulase — 57, soit 65 p. 100. 


On peut tirer des chiffres précédents diverses conclusions. Tout 
d’abord on constate que la proportion des souches fibrinolytiques 
est beaucoup plus importante (82 p. 100) parmi les souches 
isolées de lésions que pour celles isolées des fosses nasales de 
sujets cliniquement sains (45 p. 100). Cependant dans cette der- 
niére catégorie, le pourcentage des souches fibrinolytiques reste 
appréciable, ceci pouvant s’expliquer comme nous |’avons dit par 
ailleurs [5] par l’existence fréquente de staphylocoques patho- 
genes au niveau des téguments et des muqueuses d’individus ne 
présentant pas de Jésions dues 4 ce germe. 

in ce qui concerne la comparaison des deux tests, fibrinolysine 
et coagulase, ce dernier élant considéré comme le meilleur test 
de pathogénése, on note d’emblée que les résultats sont compa- 
rables et cela conduit & penser que la propriété de fibrinolyser 
le plasma comme celle de le coaguler vont de pair et sont toutes 
deux le fait des staphylocoques pathogénes. 

On doit cependant, a ce propos, faire quelques remarques. 

Les résultats d’ensemble précédents ne donnent qu’une idée 
approximative de la correspondance pouvant exister entre les 
deux tests et il y a lieu pour étre plus précis d’étudier individuel- 
lement les résultats obtenus avec chacune des souches. On cons- 
tate alors que, mises 4 part les souches d’origine animale, sur 
lesquelles nous reviendrons plus loin, 35 souches, soit 12 p.. 100, 
montrent des résultats différents aux deux: épreuves. Cependant la 
plupart de ces souches donnant pour celui des tests qui est posi- 
lif une réaction de faible intensité, coagulation partielle apres 
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vingt-quatre heures ou fibrinolyse n’excédant pas 1 mm, de lar- 
geur, nous pensons qu’il s’agit la de souches dont les réactions 
sont a la limite de précision des tests employés et sur le caractére 
pathogéne desquelles il est difficile de se prononcer. 

Pour celle raison et compte tenu du pourcentage relativement 
faible des souches donnant des résultats divergents aux deux tests 
hous pensons pouvoir conclure que, du moins pour les souches 
dorigine humaine, il existe une bonne correspondance entre les 
deux épreuves et que Ja production de fibrinolysine au méme titre 
que celle de coagulase peut servir & délerminer le caractére patho- 
gene d'une souche de staphylocoques. 
ee éludierons maintenant quelques propriétés de la fibrino-: 
ysine, 


III. — Propriitrits pe LA FIBRINOLYSINE. 


CoNsTITUTION CHimiguE. — I] parait s’agir d'une proléine ou du 
moins d’une substance ayant un support protéique comme nous le 
verrons en décrivant les procédés qui permettent de |’ obtenir 
concentrée et purifiée et en éludiant son pouvoir antigénique. 


Finrration. — Si Aoi [4] et les auteurs australiens Chrislie, 
Graydon et Woods [6] disent avoir obtenu des filtrats actifs, cer- 
tains comme Fisher [7] rapportent au contraire que les souches 
susceptibles de donner un filtrat fibrinolytique sont exception- 
nelles et par ailleurs, Ja plupart des autres chercheurs emploient 
de préférence au filtrat, le liquide de centrifugation (Neter) [8] ou 
la culture elle-méme (Madison) [9], (Madison et Dart) [40]. La diver- 
sité des techniques employées laissent 4 penser qu’il est difficile 
d’obtenir un filtrat riche en fibrinolysine et c’est en effet ce que 
devaient confirmer nos propres expériences. 

Dans celle-ci, nous avons recherché systémaltiquement le taux 
de Ja fibrinolysine sur le liquide de centrifugation et sur le filtrat 
d’une culture en bouillon d’une souche donnant une lyse impor- 
tante sur boite au fibrinogéne. Les titrages ont été effectués selon ey: 
la méthode de Tillet et Garner. z 

Les résultats furent pratiquement négatifs, une fibrinolyse par- 
tielle étant seulement enregistrée avec les cultures de neuf jours, 
sans que l’on puisse noter de différence selon le traitement auquel 
on a soumis la culture, filtration ou centrifugation. , 

Ces résultats étant insuffisants pour faire une étude de la fibri- 
nolyse nous avons alors eu recours a la concentration de cette 
substance. 


CoNCENTRATION ET PURIFICATION. — En raison du peu d’activité 
des liquides de centrifugation ou des filtrats de culture, un cer- 
tain nombre d’auteurs se sont préoccupés d’obtenir une fibrino- 
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lysine plus active en la concentrant par précipitation, Aoi [4] 
emploie a cet effet alcool ou Vacétone, Fisher [7], Madison [44] 
Valcool. Nous avons utilisé l’acide trichloracétique & la dose de 
3 cm* pour 100 cm* de culture, ce qui améne le pH a 3,6 et 
entraine un aboitdant précipité que l'on centrifuge et qui est repris 
ensuite par un volume de tampon phosphaté 10 fois plus petit que 
le volume initial. On obtient ainsi une suspension active au 1/100 
environ (dilution finale). I] est & remarquer que si l’on dilue cette 
fibrinolysine jusqu’a atteindre une concentration identique a celle 
de la culture initiale on obtient encore une action fibrinolytque 
marquée, ce qui indique que la concentration a permis d’éliminer 
des substances inhibitrices présentes dans le milieu de culture. 1] 
s’agit done aussi d’une purification. En employant celte méthode 
nous avons montré que la toxine g courante que nous transfor- 
mons en anatoxine contient une cerlaine quantité de fibrinolysine, 
ce qui peut expliquer, comme nous le verrons plus loin, Vaction 
antifibrinolytique d’un sérum anti a. C’est & Paide de cette fibrino- 
lysine concentrée et purifiée que nous avons étudié diverses pro- 
priétés de celle substance. 


RiusistANcE A LA CHALEUR. — La plupart des auteurs tels que 
Gengou [45], Aoi [4], Christe ct Graydon considérent que la fibri- 
nolysine est tres stable & la chaleur et c’est en nous appuyant sur 
leurs travaux que nous avons dans nos premjécres expériences sur 
cette substance, slérilisé nos cultures par chauffage. Nous avons 
alors rapidement constaté que la chaleur détruisait au moins en 
partic la fibrinolysine et avons procédé A une étude systématique 
de Vaction de Ja chaleur sur ce ferment. 

Utilisant une fibrinolysine concentrée et purifiée, additionnée 
Vacide éthylmercurithiosalicylique & 2 p. 1.000, nous avons enre- 
gistré les résultats suivants : 

Chauffée a : 

50° pendant 1/2 heure la fibrinolysine perd 410 4 45 p. 100 de son activité. 

60° pendant 1/2 heure la fibrinolysine perd 25 & 30 p. 100 de son activilé. 

70° pendant 4/2 heure la fibrinolysine perd 56 & 60 p. 100 de son activité. 
80° pendant 1/2 heure la fibrinolysine perd 80 p. 100 de son activité. 

100° pendant 1/2 heure la fibrinolysine perd 400 p. 100 de son activité. 


Les résultats de cette recherche qui confirment nos premiers 
essais sont done en désaccord avec ceux des auteurs précédem- 
ment cités. Nous devons toulefois noter qu’a la différenece de ceux- 
ci nous avons expérimenté sur une fibrinolysine concentrée et 
purifige ce qui dans une cerlaine mesure peut expliquer la dis- 
cordance de ces résultats. 


PoUuVoIR ANTIGENIQUE DE LA FIBRINOLYSINE. — [La hibliographie 
de cette question se résume, A notre connaissance, au travail de 
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Aoi [4] et 4 celui de Christie, Graydon et Woods [6]. Le premicr 
étudiant le sang de lapins soumis a des injections de fibrinolysine 
montra en utilisant la méthode de la fibrine au carmin, que le 
fibrinogéne d’une part et la fraction euglobuline de sérum d’aulre 
part contenaient une antifibrinolysine dont la spécificité lui parait 
d’ailleurs discutable. Christie et ses collaborateurs [6] étudiant, 
quant a eux, le pouvoir antifibrinolytique de deux sérums anti z 
courants constatérent que ceux-ci présentaient une certaine action 
antifibrinolytique qui ne semblait pas toujours correspondre a son 
litre anti-hémolytique. 

La production de fibrinolysine étant en général, comme nous 
avons vu, le fait de souches pathogénes, nous avons repris cette 
question dans le but, en vérifiant ces travaux, de déterminer si une 
immunisation contre Ja fibrinolysine ne permeltait pas d’obtenir 
une meilleure protection des organismes contre Jes staphylocoques 
virulents. 

Ayant montré d’autre part [12, 13] que la coagulase semblait 
dépourvue de pouvoir antigénique, il nous a semblé important de 
vérifier si la tibrinolysine se comportait comme un antigéne en 
raison de travaux tendant a rendre responsable des deux acti- 
vités, fibrinolytique et coagulante, une seule et méme substance. 

On concevrait mal en effet si cette opinion était justifiée que 
Yon puisse obtenir un sérum antifibrinolytique et non anticoa- 
gulant. 


A. — Elude des propriétés fibrinolytiques 
dun sérum de cheval anti «. 


Nous avons éludié tout d’abord comparativement les propriélés 
anti-fibrinolytiques de deux sérums: de chevaux dont J’un, 
n° 1.394, avait été immunisé par l’anatoxine, Vautre étant un 
animal neuf, n° 173. Le sérum 1.394 titrait 350 unités anli « 
au centimétre cube, le sérum 173 seulement 5 unités. 

La toxine brute dont dérivait l’anatoxine servant 4 immuniser 
le cheval n° 1.394 ne présentait pas d’activilé fibrinolytique lors- 
qu’on Ja titrait directement, cependant aprés concentration et 
purification selon Ja méthode décrite plus haut, on pouvait 
mettre en évidence une fibrinolysine relativement active. 


Trecuntour. — Chacun des sérums est réparti a des dilutions 
différant de 100 p. 100 Vune de J’autre dans 12 tubes a 
hémolyse sous le volume constant de 0,5 em®. On ajoute a chaque 
tube 0,2 em? d’une fibrinolysine diluée au 1/10. On laisse en con- 
tact pendant deux heures A V’étuve a 87°, on ajoute 4 ce moment 
a chaque tube 0,15 cm? d’une solution de Cl’Ca 4 1 p. 100 et 
0,15 cm* de plasma pur de lapin. On mélange et on porte a 
nouveau a l’étuve. La coagulation du plasma s’effeclue en quinze 
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a trente minutes. On suit alors la fibrinolyse par des lectures fré- 
quentes apres deux, cing et vingt-quatre heures. 


Résutrats. -— Au bout de cing heures, la fibrinolyse est tolale 
pour la série témoin a partir de la dilution au 1/8 et pour la série 
contenant le sérum de lanimal immunisé a partir de la dilution 
au 1/256. Les résultats ne se modifient pas aprés vingt-quatre 
heures et montrent done bien que Je sérum anti a n° 1.394 est 
doué dun certain pouvoir antifibrinolytique. 

Le sérum n° 1.594 agissant & Ja fois sur Vhémolyse et sur la 
fibrinolyse, Ja question se posait de savoir si cette double action 
était due & un seul et méme anticorps ou a deux anticorps dis- 
lincts. Parmi Jes diverses expériences que nous avons réalisées 
dans le but de répondre & cette question, la plus significative nous 
parait étre la suivante que nous décrirons dans le détail. 

Dans son principe, elle consiste & comparer laction anti- 
hémolytique du sérum 1.394 traité auparavant par un exces de 
fibrinolysine et celle du méme sérum non traité. S’il s’agit dun 
anticorps unique, l’excés de fibrinolysine neutralisera  celut-ci 
complétement et le scrum ainsi traité ne possedera plus aucune 
action anti a. Il va de soi que dans Je cas ott Paction antihémo- 
Jytique du sérum ne varierait pas, on pourrait alors conclure & 
existence de deux anticorps distinels. 

Nous avons réalisé, dans ce but, les expériences suivantes : 

Le sérum 1.894 est dabord dilué au 1/20, on ajoute 2,5 em* 
de cette solution a 1 cm* de fibrinolysine concentrée et purifiée. 
Simultanément on prépare deux mélanges témoins contenant la 
méme quantité de sérum : dans le premier, la préparation de 
fibrinolysine est remplacée par une préparation idenlique mais 
provenant d’une culture de staphylocoques non fibrinolyliques, 
alors que dans le second, Ja fibrinolysine est remplacée par de 
Peau physiologique. Ces trois mélanges sont porlés a l’étuve a 
37° pendant vingt-quatre heures. i 

Les proportions ainsi définies sont telles qu’il existe dans le 
premier mélange un excés de fibrinolysine (Cf. expérience pré- 
cédente). Les trois préparations sont ensuite diluées dix fois afin 
d’éliminer action empéchante sur ’hémolyse d’une trop grande 
concentration en proléine. 

On répartit alors chacun des mélanges dans 7 tubes A hémo- 
lyse & raison de 0,2 em*® par tube, puis on ajoute a chaque 
série de tubes des quantilés croissantes de toxine étalon (dese 
combinée hémolytique : 0,19 em*) de 0,02 & 0,09 et on ajuste 
les volumes & 1,2 cm*, Aprés addition d’une goutte de globules 
rouges 4 chaque tube on suit ’hémolyse en faisant des lectures 
au bout de une, deux et trois heures. 

Les résultats oblenus peuvent se résumer ainsi ; 
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_ Dans les trois séries de tubes la marche de Vhémolyse est | 
identique, les globules rouges des deux premiers tubes restant 
mtacts et une hémolyse partielle étant notée dans le troisiéme. 
Le pouvoir antihémolytique du sérum n’a done pas varié malgré 


conclure que deux anticorps distincts semblent responsables des 
actions antihémolylique et antifibrinolylique du sérum n° 1,394. 
4 


B. — Etude du plasma et du sérum de lapins 
soumis a des injections de fibrinolysine. 


Dans ces expériences, analogues a celles réalisées avec la 
coagulase [42], nous avons voulu déterminer s’il était possible de 
provoquer l’apparition d’anticorps & Végard de la fibrinolysine 
en soumettant des lapins a des injections répétées de cette subs-— 
lance. 

a) Etude des plasmas. 


' 
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Marirrer. — Fibrinolysine : culture d’une souche de staphy- 
locoques fibrinolyliques n° 24 concentrée et purifiée selon la tech-. 
nique rapportée plus haut (active au 1/100). 

Solution témoin : culture d’une souche de staphylocoques non | 
fibrinolytiques n° 73, traitée de la méme facon.. . 

Plasmas : le sang obtenu par ponction cardiaque est oxalaté | 
a 2 p. 1.000 et centrifugé pour éiminer les hématies. 


Tecunigurs. — Nombre et intervalle des injections. Chaque 
lapin a recu trois injections par semaine pendant trois jours 
consécutifs. Les injections ont élé poursuivies pendant quatre 
semaines aux doses suivantes ; 


feo Semiaine <s7ay 0, Oo 0,6 0,75 em$ dilué au 1/10. 
Oe MSCTIAING Wome. ate 7 3 4 4,5 cm* dilué au 4/10. 
Ze eSe LUANG wie. 4 cm? au 1/5 4 em? au 1/2 4 em’ non dilué. 
4A* semaine . . 4,5 2 2 cm non dilué. 


Trois lapins ont recu de la fibrinolysine, deux en injection intra- 
veineuse, un par voie sous-cutanée ; deux lapins ont recu la solu- 
tion témoin par vole intraveineuse. 

Les lapins ont été saignés au cceur avant l’expérience et a la 
fin de la cinquiéme semaine. 


Trsr pes prasmas. — Avant et aprés la série d’injeclions nous — 
avons effectué l’expérience suivante : chacun des plasmas a été 
réparli dans cing tubes a hémolyse a raison de 0,2 cm* par 
tube. On ajoute a chaque tube des quantités décroissantes de 
fibrinolysine dilu¢e au 1/20 soit 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 cm*, puis 
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0,15 em® de CPCa A 1 p. 100 ect on complete au volume constant 
de Lecm*. 

Une coagulation rapide se produit en quinze a trente minules 
et lon suit la fibrinolyse par les leclures aprés une, trois, cing 


et vingt-quatre heures. Nous ne ferons état ici que des résultals 


enregistrés aprés trois heures d’étuve. 
Série de lapins soumis aux injections de fibrinolysine 


Lapin n° 88-89. — Avant immunisation, lyse jusqu’A la dilution de 
fibrinolysine au 1/100 ; aprés immunisation, pas de lyse. 

Lapin n° 87-78. — Avant immunisation, lyse jusqu’d la dilution de 

uapin 1 , lyse jusq 


fibrinolysine au 1/10C ; aprés immunisation, lyse jusqu’’ la dilution de 
fibrinolysine au 1/50. 

Lapin n° 29-30. — Avant immunisation, lyse jusqu’au 1/75 ; apres 
immunisation, lyse jusqu’au 1/75, 

Série témoin : 


Lapin n° 49-50. — Avant immunisation, lyse jusqu’au 1/100 ; aprés 
immunisation, lyse jusqu’au 1/100. 
Lapin n° 44-6. — Avant immunisation, lyse jusqu’au 1/100 ; apres 


immunisation, lyse jusqu’au 1/100. 


Ces résullals montrent que par rapport aux plasmas des 
i¢émoins, les plasmas de deux Japins immunisés sur trois ont 
acquis une cerlaine résistance vis-d-vis de la fibrinolysine. Celle 
résistance est surtout nettle dans le cas du n° 88-89 ott lon 
n observe aucune lyse méme aprés vingt-quatre heures. En tri- 
plant les doses de fibrinolysine on ne constate pas de fibrinolyse 
apres trois heures et une lyse dans les deux premiers tubes seu- 
lement apres vingl-qualre heures. 

b) Etude des sérums : 

Maririer. — Sérums : les lapins ont été saignés au coeur avant 
et apres Vessat d’immunisation. 

Fibrinolysine : il s’agit d'une fibrinolysine concentrée et purifiée 
aclive au 1/100. 

Plasmas : nous avons ulilisé dans celle expérience le plasma 
(animaux neufs dépourvus de résistance & légard de Ja fibrino- 
Jvsine. 


Tecuxiours. — Nombre et intervalles des injections : la tech- 
nique est identique a celle utilisée dans lexpérience précédente 

Test de Vaction antifibrinolytique des sérums : chacun des 
s¢rums a été réparti a volume égal constant, 0,5 cm* dans 12 tubes 
ii hémolyse a des dilutions différant de 100 p. 100 une de autre. 
On obtient ainsi des séries de dilutions allant du sérum pur au 
scrum dilué au 1/512. On ajoute & chaque tube 0,2 em* de fibrino- 
Ivsine au 1/20 et on laisse en contact pendant deux heures a l’étuve 
a 37°, On ajoute & ce moment 0,1 em* de plasma pur et 0,15 em® 
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de Cl’Ca a 1 p. 100. La coagulation se produit rapidement et on 
suit la fibrinolysme par des lectures aprés une, trois et vinet- 
quatre heures. 


Résurtats. — Avant Vimmunisation, tous les plasmas étaient 
fibrinolysés aprés trois heures d’étuve, a partir du troisiéme tube, 
cest-a-dire pour des sérums dilués au 1/4. 

Aprés limmunisation : pour les deux sérums témoins 44-90 el 
49-50, le premier tube fibrinolysé est celui contenant le sérum 
a la dilution 1/8. 

Pour les deux sérums de lapins immunisés 37-38 et 29-30, la 
fibrinolyse commence a la dilution au 1/16 et pour le lapin 
n° 88-89, la lyse ne débute qu’a la dilution de 1/128. 

I] parait done y avoir eu développement d’antifibrinolysine 
dans les sérums des lapins immunisés et, principalement, dans 
Je sérum 88-89. ; 

En résumé, les deux séries de tests, sur les plasmas et sur les 
sérums, donnent des résultats concordants : sur les 3 lapins immu- 
nisés, Yun d’eux, n° 88-89, semble s’étre bien vacciné, puisque 
son plasma a résisté trés bien a la fibrinolyse et que son sérum 
posséde une action inhibitrice nette vis-a-vis de la fibrinolysine. 
Pour les deux autres, les résultats sont moins favorables, encore 
qu'un certain degré de résistance 4 la fibrinolyse puisse étre 
décelé, tant avec les plasmas qu’avec les sérums. Pour étre con- 
cluantes définiltivement, ces expériences devront étre reprises en 
opérant sur un plus grand nombre d’animaux, mais ces résultats, 
joints a ceux obtenus avec le sérum de cheval n° 1.394 peuvent 
nous permettre de conclure, dés maintenant, que la fibrinolysine 
parait douée de pouvoir antigénique, contrairement.a la coagu- 
lase. 

Une expérience complémentaire nous a permis d’apporter un 
nouvel argument en faveur de Ja dualité des anticorps respon- 
sables des actions antifibrinolytiques et antihémolytiques. La 
fibrinolysine ulilisée pour Vimmunisation contenant en effet une 
petite quantité de toxine a, nous avons litré les anticorps anti- 
hémolytiques des différents sérums. Nous avons alors constalé 
que le sérum 88-89 et le sérum 37-38, qui ont des titres antifibrino- 
lytiques trés différents, ont tous les deux un titre anti @ voisin 
de 8 unités. Ce résultat constilue, 4 nolre avis, une preuve con- 
vaincante de l’existence de deux anticorps distincts. 


IV. — Fiprino.ysine ET Q-TOXINE. 


La comparaison de Ja production de ces deux substances pré- 
sente un intérét certain du fait de Pexistence de différents travaux 
semblant montrer qu'un méme staphylocoque est incapable d’éla- 
borer simultanément ces deux produits, 


Citons d’abord, A ce propos, le travail de Madison [9], qui 
montra que 100 p. 100 des souches animales qu'il a examinces 
sont dépourvues @action fibrinolylique a Pégard du complexe 
thrombine-fibrinogéne humain. Le méme auteur, avee Dart [40] 
a testé la production de fibrinolysine sur lil souches, dont 77 
WVorigine animale. Hs employérent, a cet effet, du fibrinogéne de 
diverses espéces, homme, singe, lapin, cheval, mouton, rat, poule, 
vache ef ne purent trouver aucune souche animale active sur lun 
quelconque de ces fibrinogéncs. Au contraire, toutes les souches 
humaines fibrinolysaient au moins celui d’une de ces especes. 
De ees travaux ot, malheureusement, on a omis de rechercher la 
g-loxine, on peut cependant, connaissant la grande proportion de 
souches animales §-loxigénes, tirer une présomption en faveur de 
Vincompatibililé existant entre Pélaboration de ¢-loxine et de fibri- 
nolysine par une méme souche. Le travail, plus précis dans le 
sens qui nous inléresse, de Christic et Wilson [4], nous apportera 
@autres arguments favorables a ce point de vue. . 

En effet, ces auteurs, testant des souches vétérinaires toutes 
productwices de toxine 6, n’en trouvent que 4 sur 43 susceptibles 
de lyser le fibrinogéne ; alors que 92 sur 98 souches isolées sur 
Vhomme sont a la fois productrices, et de toxine a, et de fibrino- 
lysine, et qu’enfin 5 souches sur 5 de cette derni¢re catégorie 
élaborent les deux toxines, mais pas de fibrinolysine, ‘ 

I] wexiste done, parmi les souches animales ¢ludices par ces 
auteurs, que 4 exceptions, alors que toutes les souches fibrino- 
lyliques négalives élaborent de lVhémolysine 8. Il semble done 
qu’on puisse conclure & Vincompatibilité de Vélaboration simul- 
tanée de ces deux substances, et c'est & celte opinion que se 
rangent Christie, Graydon et Woods {6}, qui nolent que les 
4 souches fibrinolyliques vélérinaires qu’ils ont isolées élaborent 
des quantilés presque négligeables de ¢-loxine. 

On pouvait cependant inlerprétler différemment ces fails et pen- 
ser que les souches @-loxiques secrétent de la fibrinolysine, mais 


que celle-ci était immédiatement neutralisée par la toxine @. 


Christie, Graydon et Woods {6} ont montré qu’il n’en était rien 
par les expériences suivantes : 1. Si on ajoute de la loxine @ a du 
fibrinogéne, celui-ci est lysé tout aussi rapidement par un fillrat 
fibrinolylique qwun fibrinogéne témoin non additionné d’hémo- 
lysine @. 2. Deux souches, dont lune est fibrinolytique et Pautre 
g-Loxique, sont ensemencées trés prés lune de l’aulre, sur une 
boite de gélose au fibrinogéne ; la zone de lyse est parfaitement 
cireulaire, indiquant que la @-loxine élaborée par la seconde 
souche ne neutralise pas la fibrinolysine formée, 

I] semble done bien quwil s’agisse dun défaut de production 
de fibrinolysine par les souches vélérinaires, ct non d’une neulra- 
lisation de celle-ci par la g-loxine. 
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Parmi les 10 souches élaborant de la -lLoxine que nous posseé- 

: ? 2 ba t a L i i £ 

dons, 9 sont dorigine animale, alors que la derniere a été isolée 
sur Vhomme. Parmi les souches animales, dont 8 secrétent aussi 
de la toxine @ en quantité variable, une seule étant uniquement 


f-toxigene, aucune n’est fibrinolylique, ce qui confirme les fails 


rapportés plus haut. 

Au contraire, la souche isolée sur Vhomme (1 sur 281) élabore 
de la fibrmolysine, et ceci améne a penser que, contrairement 
a ce qui a élé dit jusqu’ici, il ne semble pas y avoir opposition 
absolue entre la sécrélion de toxine 8 et de fibrinolysine par une 
méme souche. 

Cependant, en raison des différentes origines de ces staphylo- 
coques, on peut se demander sil n’y a pas eu adaptation a 
Vhomme de la souche vétérinaire fibrinolytique ; cette adaptation 
entrainant pour cette souche lVacquisition de la propriété fibrino- 
lyuque, propriété caractéristique de Ja trés grande majorité des 
souches pathogénes isolées de lésions humaines. 


Cette hypothése, qui nécessiterait l’étude d'un nombre plus 


important de souches de staphylocoques humains élaborant de 
la B-toxine serait, si elle se confirmait, un intéressant exemple 
de la modification apportée par Je milieu a la biologie dun 
microbe, le milieu étant représenté, dans ce cas, par un étre 
vivant, homme ou animal. 


V. —’ FIBRINOLYSINE ET COAGULASE. 


Ce sont surtout les auteurs belges, tels que Van Breuseghem [44 , 
Gengou [15] et, plus récemment, Frédeéricq [46], qui ont plus 
spécialement étudié les rapports existant entre ces substances et 
le mécanisme des deux phénoménes qu’clles entrainent, coagu- 
lation, puis fibrinolyse du plasma. 

Ces différents chercheurs et, en particulier, Gengou, concluent 
finalement que ces deux actions sont sous la dépendance d’une 
seule et méme substance : la fibrinolysine, la coagulation n’étant 
qu'un stade intermédiaire de la lyse du plasma. 

Gengou appuie essentiellement son interprélation sur le fait 
qu'il n’est pas parvenu, apres de nombreux essais, comprenant, 
entre autres, le chauffage a différentes températures et la préci- 
pitation fractionnée, 4 séparer dune facon décisive la coagulase 
de la fibrinolysine. Il a montré, par ailleurs, que des liquides 
apparemment uniquement fibrinolytiques pouvaicnt coaguler Jo 
plasma, si on ajoutait 4 celui-ci des albumines et des globulines 
plasmatiques. Ces résultats furent étendus par Van Breuseghem, 
qui montra que la coagulation du plasma par des liquides fibrino- 
lytiques pouvait élre obtenue en effectuant le test & température 
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plus basse (20° au lieu de 37°) ou en ajoulant des plaquettes au 
milieu. 

Frédéricq, enfin, étudiant comparativement la slaphylocoagulase 
et la pyocyanicoagulase, rapproche la premiére de la papaine et 
la seconde de la pepsine, faisant ainsi de la coagulation survie 
de fibrinolyse causée par ces microbes, deux stades d’un méme 
phénoméne dti A l’action d'une diastase protéolylique. 

Si les expériences de ces différents auteurs ne paraissent pas 
sujeltes a critique, ce que nous avons dit dans le paragraphe pré- 
cédent des souches d'origine animale semble infirmer les con- 
clusions auxquelles sont arrivées ces chercheurs. I] ressort, en 
effet, de l'étude des staphylocoques pathogénes isolés sur l’animal, 
que la presque totalité d’entre eux ne lyse pas la fibrinogéne, 
alors quis sont coagulase positifs. 

Nous avons, en effet, montré, dans un travail antérieur (42, 43), 
ulilisant la méthode sur boite de gélose a la fibrine et, d’autre 
part, en recherchant la fibrinolysine sur les lquides obtenus 
par concentration et purification & parlir de cullure de staphylo- 
coques d’origine animale. En aucun cas, nous n’avons obtenu 
de fibrinolyse. De méme, tout récemment, P. Rountree [17] a 
montré que des souches a-toxiques, coagulase + et fibrino- 
lysine +, pouvaient donner des variantes @-loxigénes, mais que 
ce changement dans la nature de la toxine produite s’accompa- 
egnait dune perle du pouvoir fibrinolytique. 

Il semble done bien que les souches animales coagulent le 
plasma sans Je lyser, ce qui n’est pas en faveur de l’hypothése 
allribuant ces deux actions & une méme substance. 

Un autre argument, plaidant contre cette hypothése, peut étre 
enfin tré des expériences consacrées au caraclére antigénique 
de la fibrinolysine et de Ja coagulase. 

_ Nous avons, en effet, montré, dans une nole antéricure [42, 13), 
qu’il nous avait élé impossible de constater, apres injections 
intraveineuses de coagulase, de modification du plasma ou du 
sérum des animaux en expérience, alors que nous avons obtenu 
avec une relative facilité des sérums antifibrinolytiques, et celle 
différence enregistrée dans les résultats d’expériences du meme 
type conduit a penser que fibrinolysine et coagulase sont deux 
substances disuinctes, dont la premiére seulement est antigénique. 

En résumé, si les expériences des auteurs belges ont bien mis 
en évidence une cause d’erreur dans l’appréciation du. pouvoir 
coagulant (souche fibrinolysant le plasma avant méme de le coa- 
guler), I’étude des souches animales et celle du pouvoir antigé- 
nique de la coagulase et de la fibrinolysine semblent indiquer que 
ces deux substances peuvent exisler indépendamment et qu'il ne 
s'agit pas, en Poccurrence, d’une diastase protéolytique analogue 
i la papaine coagulant le plasma pour le lyser ensuite, ' 
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CONCLUSIONS. 


Nous tirerons les conclusions suivantes de celle courte élude, 
qui sera exposée d’une facon plus détaillée dans la these de Pun 
‘le nous : 

La fibrinolysine staphylococcique parait étre une substance de 
nature protéique, thermolabile, difficile & mettre en évidence en 
mileu complexe, pouvant étre concentrée et puriliée par précipi- 
tation fractionnée, semblant aller de pair avec le caractére patho- 
véne lorsqu’il s’agit de souches isolées sur Vhomme, douée de 
pouvoir anligénique, indépendante de la coagulase, et dont la pro- 
duction est, en général, incompatible avee celle de la §-loxine. 


BIBLIOGRAPHIE 


[41] Curistm (R.) et Winson (H.). Austr. J. exp. Biol., 1941, 19, 329. 

[2] Tuer (W. S.) et Garner (R. L.). J. exp. Med., 1933, 58, 485. 

Pinter (J.). Thése, Paris 1948 (sous presse). 

[4] Aoi. Kilasalo Arch. ep. Med., 1932, 9, n° 3. 

[5] Mercier (P.) et Prruer (J.). Bull. Acad. Méd., 1948, n° 15-16, 269. 

[6] Curistm (R.), Graypon (J.) et Woons (E. F.). Austr. J. exp. Med., 
1945, 23, 130. 

[7] Fisner (A. M.). Bull. Johns Hopkins Hosp., 1936, 59, 414. 

[8] Nerer (E.)- J. Bact., 1937, 34, 243. 

[9] Maprson (R. R.). Proc. Soc. exp. Biol., 1935, 33, 209. 

[10] Manison (R. R.) et Darr (E. E.). Proc. Soc. exp. Biol., 1936, 34, 299. 

[44] Maprson (R. R.). Proc. Soc. exp. Biol., 1934, 32, 445: . - 

(42] Mercier (P.)., Pruer (J.) et Piry (R.). Ces Annales, 1948, 74, 148. 

[43] Pruer (J.), Mercier (P.) et Péry (R.). Ces Annales, 1948, 74, 150. 

[44] Van Breusrecuem. C. R. Soc. Biol., 1934, 116, 344. 

[45] Geneou (O.). Ces Annales, 1933, 541, 14. 

(46] Freépérico (P.). Acta Biol. Belg., 1941, 1, 110 et 462. 

[47] Rounrrer (P.). Austr. J. exp. Biol., 1947, 25, 359. 


\T 
ice | 

ive) 
(ey 


FIBRINOLYSINE STAPHYLOCOCCIQUE 474 


pes LYSE BACTERIENNE 
PAR UN FILTRAT BACTERIOPHAGIQUE 
SANS MULTIPLICATION DES CORPUSCULES 


par A. GUELIN (*). 


(Institut: Pasteur. Service du Baclériophage.) 


Nous avons cu maintes fois l’oecasion de confirmer la thése de 


d'Heérelle, Wapreés laquelle le phénoméne de Ja bactériophagie 
s'accompagne d'une multiplication des corpuscules —baclério- 


phages (1). ; 

Le cas du bactériophage coli-dysentérique C16 en est un 
exemple. Une goutte de ce phage, déposée sans élalement sur une 
plaque de eélose ensemencée avee le B. paradysentérique Y6R, 
provoque la formation, au milieu de la couche bactérienne, d’un 
disque stérile. Le méme bactériophage, non plus déposé, mais 
élalé sur Je milieu, donnera des plages isolées ou confluentes. 
Au cours de ce phénomeéne, le bactériophage se multiplie consi- 
dérablement. 

Le méme baclériophage se comporte tout aulrement en présence 
du B. coli 36. Sur la gélose ensemencée avec cetle baclérie, on 
dépose une goulle du baclériophage. Aprés incubation, on cons- 
tale, comme tout & VPheure, dans la couche bactérienne qui s’est 
développée, un disque stlérile. Mais si on étale le bactériophage, 
au lieu de voi apparailre, comme on serait en droit de Patlendre, 
des plages confluentes ou isolées, on n’observe qu'un aspect gra- 
nuleux et inégal de la culture. 

Dans le cas de la lyse en disque, le baclériophage © 16 ne s’est 
pas mulliplié, comme cela se produit en présence du B. paradysen- 
lérique YOR. En milieu liquide, le bactériophage ne se régénére 
pas non plus aux dépens du B, coli 36 (2). 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1% juillet 1948, 

(1) p'Hénerte. Le bactériophage et son comporlement, p. 89. Masson, 
édit., Paris 1926. 

(2) V. Sertic. C. R. Soc. Biol., 1937, 124, 218 ; idem, 1936, 123, 778. 
Lauteur a constaté Vaction bactéricide du bactériophage § O XVI 209 
envers Nberthella typhi, en Vabsence de toute multiplication bactério- 
phagique. 
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Pour que le phénoméne de la lyse en disque se produise, il est 
nécessaire ae le filtrat bactériophagique (ou sa dilution) contienne 
au moins 5.108 corpuscules par centimetre cube (d’apres tiltrage 
sur la eas dysentérique Y6R). Sinon, le disque ne se produit 
— pas, ou bien la lyse se trouve & demi mi: asquée par la culture, Les 

bactéries doivent @lre en période de croissance ; la culture (sur 
une plaque de gélose) tuée par le chauffage ou A chloroforme, 
ainsi que les cultures agées “ag vingl-quatre heures, ne montrent 
pas d’éclaircissement a lVendroit ott le filtrat a até dépos¢, Les 


cultures issues des colonies secondaires prélevées a Vintérieur du’ 


disque se montrent souvent résistantes vis-a-vis du bactériophage, 
mais elles perdent vite cette résistance 

Afin de’ mieux éludier le phénoméne de cette lyse en disque, 
sans multipheation bactériophagique, nous avons cherché a pré- 
ciser les affinités existant entre le bactériophage C16 et les bac- 
iéries du B. coli 36. Nous avons done étudié 

a) La fixation de ce phage sur les bactéries ; 

b) La lyse bactérienne en milieux liquides et solides ; 

c) Le développement du bactériophage sur les bactéries. 

D’autre part, pour déterminer si la lyse observée est bien due 
au bactériophage, nous avons éprouvé le bactériophage C16 : 

d) Aprés sa régénération sur les différentes souches ; 

e) Aprés sa neutralisation par le sérum anti-phage ; 

{) Aprés son inactivation par fixation sur les bactéries sen- 
sibles. 


a) FIXATION DU BACTERIOPHAGE SUR LES BACTERIES. 


Le bactériophage C16, se comporte vis-a-vis de sept souches 
sensibles & son action, de deux maniéres différentes 
1° Avec les souches de Shigella dysenterix (souches 1, 2 et 0 


Tasteau I. — Fixation du bactériophage C16 
sur les différentes souches coli-dysentériques, chauffées et vivantes. 


FIXATION DU BACTERIOPHAGE 
exprimé en pour cenl 
SOUCHES PRISES POUR LA FIXATION 
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de la collection de M. Dumas) et Shigella flexneri Y6R (sur leque! 
le phage est préparé depuis des années), nous constatons Ja 
formation de plages habituelles de petite taille ; 

2° Parmi les souches de B. coli éprouvées, trois seulement 
(B. coli 36, da Burnet ; B. coli 804 et VC de Kreguer) donnent la 
lyse en disque décrite plus haut, mais ne permettent pas, du 
moins dans les conditions de nos expériences, Vobtention de 
plages. 

La fixation du bactériophage Cl6 sur les souches de B. coli est. 
en général, plus prononcée que sur les B. dysentériques (tableau 1). 


Trcunrur, — Fixation du bactériophage C16 sur les différentes 
souches coli-dysentériques (B. coli 36, 304 el VC; B. de Shiga 0,1 et 2). 

1. Prélévement des cultures de vingl-quatre heures sur une plaque 
de geélose, mises en suspension dans l’cau physiologique. 

2. Chauffage une heure & 56°. 

3. Centrifugation (en méme temps que des cultures vivantes de quatre 
heures prélevées de la méme facon). 

4, Préparation des suspensions bactériennes (& partir de chaque culol 
de bactéries vivantes et chauffées) dans 10 cm? de bouillon, a 3.10° 
bacléries par centimétre cube. 

5. Ajouter successivement 0,1 cm* de bactériophage, en conservant 
l’écart d’une minute entre chaque tube, ce qui permettra des tilrages 
réguliers. Le bactériophage est préalablement dilué pour avoir finale- 
ment 10.000 corpuscules par centimetre cube. Par ce procédé, le titrage 
de la fin de Vexpérience se fera sans dilution. 

6. Les tubes témoins contiennent 0,1 em® de bactériophage dans 
10 cm® de bouillon sans bactéries. 

7. Le tout est porté au bain-marie 4 20° C pendant vingt minutes. 
Une plus haute température et un séjour plus prolongé au bain-marie 
risquenlt de provoquer le départ rapide de la culture et l’augmentation 
du bactériophage. 

8. Chauffage vingt minules 4 56° des tubes contenant les bactéries 
vivantes : cect pour tuer les bactéries et n’avoir que le bactériophage 
libre. 

9. Tilrage sur des plaques de gélose, avec des pipettes calibrées. Les 
litrages du bactériophage C16, dans nos expériences, sont toujours effee- 
lués en présence du B. paradysentérique YGR, La préparation du fillrat 
bactériophagique CIG6 est faite avec la méme souche Y6R. 


b) Lyse BACTERIENNE DANS LES MILIEUX LIQUIDES. 


Une fois fixé, le bactériophage provoque Ja lyse des cellules 
alteintes. Dans les milicux liquides, on peut suivre cette lyse par 
la numération des bactéries sur des plaques de gélose, en méme 
temps que par l’examen de frottis. Dans une premiére expérience, 
les bacléries mises en contact, en faible quantité, avee Je bacté- 
riophage C16, disparaissent presque complétement au bout de 
vente minutes ; tandis que dans la culture-témoin sans phage, 
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leur nombre reste sensiblement le méme, Sur les frottis faits au 
bout de quarante-cinq minutes, on ne constate aucun batonnet, 
alors que les frottis des cultures normales en montrent de nom- 
breux (tableau Il). 


TasLeau Il. — Comportement du 8. coli 36 
contaminé par le bactériophage C 16 (1te expérience). 


QUANTITE DES BACTERIES 
TEMPS par 0,05 cm* 
; FROTTIS 
en minutes 
Témoin Exp¢rience 
Deparer iss sie 249 
= or areas at iam 249 
Ra Sh eSobeer ons 32 
MOIS bthens ect hpl a 26 
Uae Sg a eae 42 
D0 eoetaet ow. cereal Be i 8 
Exrpérience: aucun ba- 
tonnet. 
2 
45 : ° 512 7 Témoin : batonnets assez 
nombreux. 
| 
TECHNIQUE. — Comportement du B. coli 36 contaminé par le bactério- 


phage C 16 (premiére expérience). 

1. Préparation d’une suspension de B. coli 36 dans l’eau physiologique 
& 2.108 bactéries par centimétre cube environ (a partir d’une culture 
sur gélose, cultivée pendant Ja nuit 4 la température de la chambre. 

2. Dilution de cette suspension 4 0.5.10 —* dans Je bouillon. 

3. 5 cm® de cette dilution dans deux tubes a essai. 

4, Ajouter 5 cm* du _ bactériophage dans un tube (expérience), ct 
5 cm® du bouillon dans l’autre tube (témoin). Titre du bactériophage, 
7,4.10°. 

5. Bain-marie a 37°. 

6. Titrage sur une plaque de gélose. au départ, trois, six, dix, quinze, 
vingt, trente et quarante-cing minutes apres. 

7. Aprés quarante-cing minutes, centrifugation des deux tubes et 
préparation de frottis & partir des culots. Coloration Gram. 


Dans Ja deuxieme expérience, nous avons opéré avec le méme 
filtrat, mais nous avons pris une plus grande quantité de bac- 
téries pour ne pas avoir de lyse compléte et pouvoir, par con- 
séquent, comparer sur les frottis, les germes soumis 4a I’action 
du bactériophage, avec les germes de cultures normales, En 
méme temps que la lyse du B. coli 36 nous avons étudié la lyse 
de cette souche par son propre bactériophage C36, avec Jeque! 
on obtient d’habitude, la formation des plages et Ja multip!- 
cation des corpuscules. 


Pes See Ck aa eel Ae RT Pie epee Oe tN) eee 
a a. : / 44 Cs 
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Dans celle deuxiéme expérience, nous constatons également Ta 
diminution du titve du B. coli contaminé séparément par les deux 
' phages. Cette diminution commence dés les trois premieres 
minutes, en l’absence de toute croissance bactérienne appréciable 
Y et atteint son maximum entre trente et soixante minutes, apres 
. quoi le titre remonte progressivement. La diminution du nombre 
de germes est plus intense chez les baclérics mises en contacl 


x. avec le ‘bactériophage C36 qu’avee le bactériophage C16. Les 
colonies conlaminées par Je phage C36 présentent souvent une 
bes forme irréguliére et rongée, ce qu’on ne voit jamais avec des 


colonies contaminées par le phage C16. Hl est intéressant de 
noler la baisse considérable du bactériophage C36 pendant Ja 


os lyse intense des bactéries, sur Iesquelles, ajouté en faible quan- | 

tilé, il se mulliphe @habitude normalement. | 
Les frottis, faits pendant chaque titrage, montrent la dispari- ; 
am 


lion partielle des bactéries, trailées par les deux phages. Cette 
disparition atteint son maximum une heure ou une heure et 
demi aprés le début de Vexpérience (tableau II). 


Tabteau Ill. — Comportement du &, coli 36 


: contaminé par les deux bactériophages (2° expérience). 
; a ee ea ee Sa a re ne a Sr ee ee ee 
* QUANTITE DES BACTERIES TITRE DE DEUX 
| par 0,05 cm* bactériophages 
TEMPS . |——— ——_—_—— =| ——__—— FROTTIS 
! = A Avec Avec wird ye 
; Pémoin ly phage CI6l) phage C36 C16 C 36 
) | | | | as eee 
' ‘ Départ. .|40 540.000)10 540 000 \10.340.000) 7,4.40° | 2,6.10° | Témoin: hatonnets assez 
; : F j nombreux, 
3 min. . 9.220.000 | 240.000 C16elC 86: batonnets plus 
rares, 
6 Témoin : batonnets de plus 
30 min. .}410.600.000! 680.000) 900 a oe satieas bye 
Hh... .|10.400.000] 4.000.000 | ADO. 8 jel 0%: | 8 pDuhOUn cate te a arn eee 
1h. 30 ./25.600.000) 4.440.000 860] | ONG ef Ce Bonne tae 
plus en plus rares, sur- 
tout vers 1h. 30. 
i 2h... .|45.000 000 930.000 1.200}. 4,8.408 | 7,8.407 : 
arly, ©. o> 46.000.000} 4 090.000!) 2.400.000 1 Doe 4,8.410* Témoin : nombreux biton- 
nets. 
| C16 el C36: nombreux bi- 
tonnets souvent mal co- 


| lorés, ou déformés. 


recunigur. — Comportement du B. coli 86 contaminé par les deur 
bactériophages (C16 et G36) [deuxiéme expérience |. 
1. Préparation d’une suspension bactérienne dans le bouillon A 2.108 


hactéries par centimetre cube environ, A partir d’une culture sur oélose 
eee . > . Se = seat 
cultivée pendant la nuit a la température de la chambre. 


9) Hest ‘ 3 . 
2. Distribution de 2 cm de cette suspension dans trois tubes a essai. 
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3. Ajouter dans le premier tube (témoin) 2 cm* de bouillon, Titrage. 
Bain-marie a 37°. 

4, Ajouter dans le deuxitme tube 2 cm? de bactériophage C16 (titre 
7,4.108). Bain-marie 4 37°. 

5. Ajouter dans le troisitme tube 2 cm* de bactériophage C36 (titre 
2,6.10°). Bain-marie a 37°. 

6. Titrage des trois tubes aprés une, trente, soixante minutes, une 
heure et demie, deux heures et vingt-quatre heures. En méme temps 
que le titrage des bactéries, nous préparons des frottis. Coloration Gram, 


c) DEVELOPPEMENT DU BACTERIOPHAGE SUR LES BACTERIES. 


Malgré la fixation intense des corpuscules-phages sur les bacté- 
ries de B. coli et la lyse de ces bactéries, nous n’avons pas pu, 
constater lVaugmentation du titre bactériophagique. Dans la 
culture de B. coli en bouillon, le bactériophage disparait rapi- 
dement, probablement parce qu’il est inactivé par les bactéries, 
tandis que dans les mémes conditions, en contact avec le 
B. dysentérique, il se multiphe progressivement (tableau IV). 


TasLteau LV. — Comportement du bactériophage C16 
én présence des différentes souches ¢o/i-dysentériques. 


QUANTITE DU BACTERIOPHAGE PAR 0,05 cm3 
SOUCHES 

Départ | 1h. 15 4h. SO UM OPA Ing 48 h. 
Bicol aabme rs peaks! Peis, ine Te 493 2 4 () 0 0 
BaCOLPaN Cte ga tok els loil hyena ts 193 3 3 2 6 0 
BV COlDgS0 Aras Oe tats or ek oot sks 193 160 223 295 58 431 
Bredesshigaco” ton. on20 42 a4. 193 600 2.000 500 78 38 
BOAO US AMAleal as eAM, cush oe is 193 400) 146.000 32:000) 10 000 
BadesShiga Ole 6.0) 6 ss 493 3.300 7.000 |16.700/25.900} 44.000 
B. paradysentérique Y6R. .} 193 {51.700} 24.000 |21.000/27.900| 28.700 
LOWVOl Mien aes Soni ee ats 193 480 140 290 45 0 


Trecunigur. — Développement du baclériophage C16 en présence de 
différentes souches coli-dysentériques. 

1. Préparation dans 10 cm® de bouillon des suspensions bactériennes, 
& partir de sept souches coli-dysentériques, cultivées une nuit a la 
température de la chambre (B. coli’ 36,304 et VC; B. de Shiga 0,1 et 2). 
Les suspensions sont mises dans un bain-marie a 10° C. 

2. Ajouter dans chaque tube 0,1 cm? du bactériophage C16 dilué 
préalablement. Le témoin recevra 0,1 cm* du pbage pour 10 cm* de 
bouillon sans bactéries. 

3. Mettre les tubes un par un dans le bain-marie A 37° C. dea facon 
a avoir un écart d’une minute, ce qui permettra les tilrages a des 
moments précis. 

4, Titrage sur B. paradysentérique Y6R, aprés une, deux, quatre, 
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dix et vingt-quatre peaees. Pour chaque titrage, on préléve a partir 
de chaque tube 0,1 cm® du mélange dans 10 cm® de bouillon et on 
chauffe vingt minutes & 56° pour éliminer les germes vivants. 


Sur une plaque de gélose, sur laquelle la lyse du B. coli est 
bien visible en forme de disque, son titre n’est pas augmentlé non 
plus. Tandis que chez le témoin, avec les B. dysentériques, ott 
le filtrat non élalé provoque la lyse aussi sous forme de disque, 
le titre monte considérablement. L’absence des colonies rongées . 
chez le B. coli contaminé par le C16, dont nous avons parlé plus 
haut, ne peut-elle étre expliquée aussi par le manque de mult 
plication du bactériophage ? (tableau V). 


TasLeau V. — Gomportement du bactériophage C16 
pendant la lyse en disque de différentes souches co/i-dysentériques. 
a, QUANTITE 
SEES du bactériophage par 0,05 cm’ 
Bcd]? S600 fF). Lee ae ee 13.600 | 
Be tC0lt Vids duce a at idan be ante cla ere ae 44.300 
Peet relly Ske pein Bo wR AEG nt on Braye 432.000 
Bere SOIS ass at Rebs op Glen Noles Eneran ae 880.000 
~ de Shiga 4... ; She 4.000.000 
. de Shiga 0... iri. hates < 1.490.000 
‘ paradysentérique: SN Ailes Creve ay 1 2.500.000 
Pémioine. 2. eo SS 352.000 
Trcnnigur. — Comporlement du baclériophage C16 pendant la lyse 


en disque de différentes souches coli-dysentériques. 

1. Etalement des 7 souches coli-dysentériques sur les plaques de 
gélose (B. coli 36, 304, VC; B. Shiga 0,1 et 2 et B. paradysenté- 
rique Y6R). . 

2. Au milieu de chaque plaque, on dépose 0,1 cm® de bactério- 
phage C16. Pour le témoin, le phage est déposé sur une plaque de 
gélose sans bactéries. L’endroit est indiqué a l’extérieur -de la boile. 

3, Etuve a 87° pendant Ja nuit. 

4. Le lendemain, chaque couche bactérienne porte un disque stérile 
a Vendroit ot Je filtrat bactériophagique avait été déposé. Ces dis- 


ques (ainsi que le témoin) sont prélevés aseptiquement, broyés chacun, 
dans 10 cm* de bouillon et titrés sur Y6R. 


d) Préparation pu BAcTERIopHAGE C 16 
SUR DIFFERENTES SOUCHES BACTERIENNES. 


Les disques lysés décrils ci-dessus nous rappellent la lyse pro- 
voquée par Je fillrat d’une bactérie antagonisle : formation de 
disque stérile, absence de plages et nécessité de manipuler aver 
des filtrats concentrés. C’est pourquoi il élait nécessaire de cher- 
cher si le fillrat du bactériophage C16 ne renfermait pas, en 
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meme temps que le bactériophage, un autre facteur de lyse, res- 
ponsable de Ja destruction du B. coli, soit une lysine bactério- 


phagique, soit une lysine bactérienne ou encore, un facteur de 


lyse inconnu. 

L’action dune lysine bactériophagique élait Aa éearter car, 
@aprés Sertic, cette lysine se manifeste méme sur une culture 
chauffée, tandis que dans le cas étudié, la présence des bacté- 
ries vivantes est nécessaire. 

L’idée d’une lysine élaborée par les bactéries et mise en 
liberté au moment de la lyse sous l’action du bactériophage, pou- 
vait paraitre mieux fondée. Et comme le bactériophage C16 est 
toujours préparé sur le bacille paradysentérique Y6R, deux 
épreuves simposent : 1° la préparation de ¢e baclériophage sur 
d'autres souches, et 2° son inactivation par un sérum antiphage 
spécifique. 

Apres trois passages successifs du bactériophage C16 sur cha- 
cune des trois souches du B. de Shiga (1, 2 et 0) suivis d’une lyse 
intense des cultures, nous avons obtenu trois filtrals qui cepen- 
dant ont continué a donner la lyse en disque sur les souches du 
B. coli. Préalablement nous avions étudié le comportement des 
cultures du B. dysentérique vis-a-vis de celles du B. coli. Ni les 
cultures vivantes, ni les fillrats des cultures vivantes en bouillon, 
ou de leurs macérats de deux & cing jours a 387-56° C. n’ont 
provoqué la lyse du B. coli (8). 


e) NEUTRALISATION DU FILTRAT PAR LE SERUM ANTI-PHAGE. 


La neutralisation du bactériophage C16 par Je sérum anti- 
phage montre que la lyse en disque du B. coli ne se produit plus 
lorsque Je bactériophage est en grande partie neutralisé. Le 
sérum est préparé en injectant 4 un lapin le fillral bactériopha- 
eique C16, régénéré sur le paradysentérique Y6R. Le bactério- 
phage soumis a la neutralisation a été préparé sur le B. de Shiga 0 


(tableau VI). 


Tecuniour. — Neutralisation du bactériophage C16 par le sérum 
anti-phage. 

1. Le sérum est préparé sur un Japin en injectant tous les cinq 
jours le filtrat bactériophagique en dose croissante (0,1, 0,5, 0,75, 1 el 
2 cm). Le filtrat d’un titre élevé est préparé avec le B. paradysenteé- 
rique Y6R. : 

2. Pour la neutralisation, le sérum est dilué avec de l'eau physio- 


-Jogique’ A 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/100, 1/200, 1/500, 1/1.000 et 


1/2.000. | 


(3) Le B. paradysentérique Y6R lui-méme est inhibé par les deux 
gouches de B. coli 304 et 36 (v. Ces Annales 1943, 69, 382), tandis qu’d 
son tour, le B. coli 36 est inhibé par le B. coli VC. 


o- 


i 
wa 
i) 
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Tasteau VI. — Neutralisation du bactériophage C16 
avec le sérum anti-phave. 


a A 


QUANTITE LYSE 
DILUTLON du bactériophage du B. coli 
du sérum par 0,05 «m* aprés la neutralisation 
aprés sa neutralisation du bactériophage 
UR 2 0 0 
A Serre te . 0 0 
1:40 os 4 0 
1:20 . 500 0 
4:40 Re 100 0 
AES ONY erg chet selec ie deinel nets 700 0) 
ie (LAY as Pi RACs, GC 500.000 0 
WES LOUL EL Ges ville vat ar ents 7.800.000 0 
APD OO gem Stucco eve Ms isd 47.800.000 Lyse en disque. 
Apel 000 Serene echo opteane 24 600.000 Lyse en disque. 
OITA OUD score (ol okete w Clic roar 67 200.000 Lyse en disque. 


3. 0,25 cm* de chaque dilution est mélangé & 0,25 em® de bacle- 
riophage. Le témoin contient 0,25 cm* du phage mélangé 4’ la méme 
quantité d’eau physiologique. Le bactériophage pris pour la neutra- 
lisation est préparé sur B. de Shiga 0. 

4. Etuve & 387° pendant une heure. 

5. Une heure a la température de la chambre. 

6. Titrage sur B. paradysentérique Y6R. 

7. Epreuye sur une souche de B. coli 36 (0,05 cm*® du mélange est 
déposé sur la couche bactérienne sans étalement). 


[) ELIMinaTion DES CORPUSCULES-PHAGES DU FILTRAT. 

Toutes nos expériences ne sont guére en faveur de l’action 
d’une lysine bactérienne dans la lyse en disque du B. coli sous 
influence du filtrat bactériophagique C16. Il nous semblait que 
l'étude de ce filtrat, privé préalablement d’au moins une grande 
partie de ses corpuscules bactériophages, nous apporterait plus 
de preuves sur l’origine bactériophagique de cette lyse, Par la 
méme, l’idée de la présence dans ce filtrat d’un facteur inconnu 
dans la lyse serait écartée. 

Nous avons ¢liminé les corpuscules bactériophages du filtrat 
de C16, par la saturation de ce filtral avec des bactéries du 
B. dysentérique Y6R, sur lesquelles ce phage a été prépare, 
Apres cing saluralions successives, le fillrat ne possédait plus 
que 1.900 corpuscules phages par 0,05 cm’, au lieu de 113.000.000 
avant la saturation. Ce filtrat, d’ou l’on a seulement ¢liminé la 
plus grande partie des corpuscules, a cessé d’étre actif vis-a-vis 
des souches du B. coli et ne provoquait plus la lyse en disque 


(tableau VII, fig. 1). 
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Tapteau VIT. — Elimination des corpuscules-phages du filtrat bacté- 
ven CG 16 par sa saturation avec des bactéries sensibles 


QUANTITE s 
TGP ay, 05 em? LYSE EN DISQUE : 
Me pebaane ra ca am du B, coli 36 par le filtrat saturé 
SATURATION 

Expérience Témoin Expérience Témoin 
Avant. . . .| 113 000 000 | 113.000.000 | Lyse en disque. | Lyse en disque. 
Premuere ews 3.200.000 
Deuxiéme. : . 37.000 | 98.000.000 0 Lyse en disque. 
Troisiéme. 
Quatriéme . 4.100 
Cinquiéme . 4 900} 73.000.000 0 Lyse en disque. 


b 


Fic. 1. — Lyse en disque du B. coli 36 par les différents filtrats bactériopha- 
giques C.16..(A), filtrat contenant 113.000.000 corpuscules par 0,05 cm? (avant la 
saturation) ; (B), filtrat contenant 73.000.000 corpuscules par 0,05 cm* (témoin 
pour lexpérience de saturation) ; (C), filtrat contenant 1.900 corpuscules par 
0,05 cm? (aprés la saturation). Noter absence de lyse en disque a l’endroit 
du dernier filtrat (C). 


TrecuniqurE. — Elimination des corpuscules bactériophages du 
jiltrat (C16) par saturation avec des bactéries sensibles (Y6R) |d’aprés 
Burnet]. 
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1. La culture du B. paradysentérique Y6R sur deux plaques de gélose 
est prélevée dans 15 cm® de filtrat bactériophagique C16. 

2. Bain-marie & 48° pendant trente minutes. 

3. Centrifugation rapide, répétée deux fois. 

4. Titrage du liquide surnageant sur le B. YOR. 

5. Le témoin représente 15 cm? du méme filtrat porlé dans les 
mémes conditions que le tube de l’expérience, sans jamais contenir 
de bactéries. 

6. Cette opération est répétée cing fois ; apres quoi le fillrat est 
passé par une bougie Chamberland. L’épreuve sur une couche de 
B. coli 36 a été faite avant et aprés la filtration. 


Discussion 

Tous ces résullats nous montrent que le bactériophage C16 
préparé sur le B. dysentérique Y6R, provoque la lyse du 
B. coli 36, sans que nous ayons réussi 4 obtenir la formation de 
plages, ni observer ]’augmentation du titre bactériophagique. Ce 
fait ne contredit aucunement la thése de d’Hérelle selon laquelle 
« la dissolution des bactéries s’accompagne d’une multiplication 
des corpuscules bactériophages » (4). Si le bactériophage se 
développe aux dépens des cellules bactériennes, il est logique de 
lier Ja lyse de cette bactérie au processus de la multiplication 
bactériophagique. Mais cela ne signifie pas que la lyse bacté- 
rienne représente en sol une partie intégrale de ce processus. 
Nous savons qu’elle peut se produire indépendamment, sous 
Vinfluence d’autres facteurs, tels que la bile, l’atmosphére 
confinée,-les bactéries antagonistes et beaucoup d'autres. 

Dans nos expériences, le bactériophage C16, provoquant la lyse 
du B, coli 36, sans pourtant se multiplier, n’apparait-il pas aussi 
comme un des facteurs stimulant Vautolyse bactérienne ? (5). 

Déja par sa fixation massive a la surface bactérienne, le bac- 
(ériophage peut compromettre le métabolisme cellulaire, qui est 
fatalement lié a Ja couche extérieure du protoplasme. La possi- 
bilité de pénétration intracellulaire des corpuscules (compléte ou 
partielle) et leur action diastasique permet d’envisager Je bacté- 
riophage, vis-a-vis de la bactérie, comme un facteur spécifique 
et stimulant. La bactérie atteinte réagit par la réponse classique 
de m’importe quelle cellule : la cytolyse, qui se manifeste (comme 
a déja vu dUérelle) de préférenee, au moment de la division 


(4) p’Hérerie. Le Bactériophage et son comportement. Masson, édit., 
Paris, 1926, 78. 

(5) BRONFENBRENNER a supposé que la lyse des bactéries conlamin‘es 
par le bactériophage est un processus d’hydrolyse bactérienne, Am. 
J. Path., 1927, 3, 563 ; Proceed. Soc. exp. Biol. Med., 1927-1928, 25, 480. 
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baclérienne, c’est-a-dire au stade crilique d'une cellule provoqué 
probablement par l’équilibre instable de son systeme colloidal. 

Nous ne voyons pas de plages sur la couche bactérienne du fait 
quil n’existe pas de multiplication du bactériophage au compte 
des bactéries atteites. Et d’aprés d’Heérelle, « chaque plage est 
une colonie de corpuscules bactériophages issus d’un_ corpus- 
cule unique ». La lyse s’arrétera done avec Ja disparition des 
bactéries conlaminées et les jeunes bactéries continueront a se 
développer normalement, Dans nos expériences avec B. coli 36, 
la lyse d’une bactérie contaminée ne provoque pas la lyse des 
cellules voisines, c’est-a-dire que le processus de lyse est proba- 
blement limité au sein de Ja cellule, sans étre extériorisé par un 
facteur aulre que les phages multipliés. 

Comment expliquer que le bactériophage C16 provoquant la 
lyse du B. coli 36 n’augmente pas son titre ? On peut supposer 
que le bactériophage, une fois fixé sur la bactérie, est inca- 
pable de Vassimiler et de se multiplier & son compte. Le manque 
(assimilation peut étre Ja conséquence de diverses causes. En 
premier lieu, il faut envisager les conditions défavorables du 
milieu, ott le phénoméne se produit (milieu de culture et cellule 
elle-méme). L’adaptation incomplete du bactériophage a ces bac- 
téries (adaptation en voie de disparition ou inachevée, par 
exemple) peut en étre aussi la cause. 

Ce ne sont que des hypotheses. Il serait prématuré de tirer 
des conclusions de ces résultats expérimentaux. Mais ces faits 
indéniables et se reproduisant A chaque expérience permettront 
peut-étre un jour de dégager une élape du phénoméene compliqué 
de Ja bactériophagie. Ne pourrait-on pas supposer que la lyse 
@une hbactérie coli 36 contaminée par le hactériophage C16, 
ne soit pas un processus dans lequel le réle prépondérant appar- 
tiendrait a la bactérie ? Celui-ci serait une réaction cellulaire non 
spécifique, provoquée par Je bactériophage et ne dépendant pas 
de la mulliplication de ce dernier. 


RésumMe 

Le bactériophage coli-dysentérique C 16 se fixe sur Je B. coli 36 
et provoque sa lyse. 

Cette lyse n’est pas accompagnée de Ja multiplication des cor- 
puscules bactériophages. 

Il n’y a pas formation de plages sur la couche hactérienne, 
probablement du fait de l’absence de multiplication du_ bacté- 
riophage. é : 

La possibilité de l’action d’une lysine bactérienne ou bactério- 
phagique ainsi que d’une autre susblance antagonisle, renfer- 
mées dans le filtrat, semble étre écartée. 
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ETUDE DES BACTERIOPHAGES TYPHIQUES Vi 
DANS LES EAUX 


par A. GUELIN (°*). 


(Institut Pasteur. Service du Bactériophage.) 


Deux questions se posent immédiatement dés que l’on aborde le 
probléme de la définition bactériologique des eaux : a) connaitre 
le degré de pollution des eaux par les bactéries intestinales, et 
b) déceler Ja présence éventuelle dans l’eau des agents patho- 
genes spécifiques (tels que les B. typhique et dysentérique, le 
V. cholérique, etc.). 

Dans nos précédents travaux, nous avons insisté sur ]’impor- 
tance de la recherche du bactériophage dans les eaux. Et nous 
avons indiqué que ces recherches peuvent compléter la méthode 
colimétrique [7, 8, 8 a, 8 bj. 

Ces conclusions nous ont permis d’envisager l’application de 
Ja méthode bactériophagique pour la détection des germes patho- 
eénes dans les eaux. Dans ce domaine, il n’existe aucune méthode 
pratique et l’étude des bactériophages des eaux ouvre de larges 
possibilités, 

Nos recherches ont été ainsi orientées vers la délection dans 
les eaux du B. typhique. Les connaissances actuelles sur l’anti- 
géne Vi du bacille typhique et ]’existence des bactériophages spé- 


cifiques Vi ont facilité notre tache [4, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 41, 12, 43). 


Ta présence dans les eaux de ces bactériophages indiquerail 
peut-éltre la souillure plus ou moins récente de ces eaux par Je 
B. typhique. Ce probleme souléve immédiaiement une série de 
questions : les bactériophages Vi se trouvenl-ils couramment dans 
les eaux, et comment se comportent-ils dans ces nouvelles condi- 
tions ? Sont-ils assez résistants pour s’y conserver ? Peuvent-ils 
earder longtemps leur spécificité et ne pas acquérir Jes propriéles 
dun bactériophage commun? Par quels moyens |’identification 
des bactériophages Vi dans |’eau est-elle possible ? Leur présence 
est-elle liée a l’état sanitaire des eaux ? 

Ces questions ont servi de point de ‘départ 4 nos recherches ; 
celles-ci élant divisées en trois groupes principaux. 


e) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1° juillet 1948. 
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1° Possibilité d’identification du bactériophage Vi dans les 
eaux } . 
2° Comportement du bactériophage typhique Vi dans les eaux ; 

3° Teneur comparée en bactériophage typhique Vi d’eaux dit- 
féremment polluées. 

Nous nous sommes servie, dans nos recherches, des trois bacte- 
riophages typhiques Vi, ainsi que de nombreuses souches bacte- 
riennes du groupe intestinal (1), Les trois bactériophages : Vi-Hl. 
Vi-3 et Vi-E nous ont été envoyés de Hollande par le D* Scholtens 
en octobre 1946. Nous tenons a lui exprimer ici notre reconnais- 
sance pour l’envoi de ces phages. 


if — PossIBILITES Db’ IDENTIFICATION DES BACTERIOPHAGES Vi 
DANS LES EAUX. 


Nous avons insisté ailleurs sur Vimportance du choix des 
souches baclériennes, employées dans nos recherches des bacte- 
riophages des eaux. Pour la détection des bactériophages Vi. 
ce choix est encore plus important. Les souches employées 
devront ¢tre trés spécifiques et lysées seulement, ou au moms 
de préférence, par les phages Vi. Elles doivent, de plus, étre 
assez polyvalentes vis-a-vis de ces phages. 

Pour commencer, il était indispensable : a) d’éprouver nos 
souches vis-a-vis de différents bactériophages du groupe intes- 
tinal et b) de choisir parmi elles des souches strictement spéci- 
fiques vis-a-vis des baclériophages V1. 

L’examen de la sensibilité de nos souches du groupe intestinal 
vis-’-vis des trois bactériophages typhiques Vi (2) nous a permis 
de constater qu’aucune souche, sauf celles du B. typhique Vi. 


(1) Parmi les douze souches du B. typhique Vi, la souche 301 pro- 
vient de chez M. d’Hérelle. Trois souches (Bathnagar, ty-2 et 120) nous 
ont été envoyées par le D™ Scholtens. Nous avons recu de M™® Grabar. 
de l'Institut Pasteur, huit souches Vi (4, 1, 7, 403, D, Schanange,’ 
Boeglin, Kiss). C’est de M™® Grabar également que proviennent les 
deux souches typhicues Lister (O et H). Les autres souches proviennent 
de différentes collections de l'Institut Pasteur : les B. paratyphiques 
(Kauffmann, Armée, Rouland et Gilger) de M. Legroux. Les trois souches 
dysentériques (Shiga 0, 2 et 1) de M. Dumas et les deux souches de 
B. coli (304 et VC) de M'"* Kreguer. La souche de B. coli 36 de Burnet. 
ainsi que Shigella fleaneri Y6R, sont prises dans la collection «di 
M. Eugene Wolman. 

Les douze souches du B. typhique : Bathnagar, 120, 4, 1, 7, 403, 301, 
2, D, Kiss, Boeglin et Schanange sont agglutinables par le sérum 
anti-Vi de M™® Grabar (Institut Pasteur). 

(2) Les bactériophages Vi-H, Vi-3 et Vi-l) de Scholtens sont entretenus 
sur notre souche B. typhique Vi-4. 
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n’est sensible 4 ces phages. Nous avons aussi constaté cue 
(excepté Ty4) nos souches typhiques Vi sont parfois sensibles 
a certains bactériophages intestinaux de notre collection (surtout 
aux phages typhiques H). 

Quelles sont, parmi ces souches, celles qui seraient susceptibles 
de déceler dans T’eau les bactériophages Vi principalement ? 
Nous avons divisé nos souches en groupes apparentés, pour 
étudier la teneur en bactériophage de différents échantillons 
' d@eau, avee chacun de ces groupes : 

1° B, coli 36 seul. 

2° Six souches coli-dysentériques (B. coli 304 et VC ; Shigella 
flexneri Y6R ; B. de Shiga 1, 0 et 2). 

3° Quatre souches de B. typhique (B. typhiques O et H.-Lister, 
B. paratyphique A-Kaufmann ; B. paratyphique B-Rouland). 

4° Neuf souches de B. typhique Vi (1, 7, 403, 301, 2, D, 
Boeglin, Schanange, Kiss). 

5° B. typhique Vi-4 seul. 

A Vaide de ces groupes nous avons étudié Ja teneur en bacté- 
riophage de plusieurs échantillons d’eau. Chaque échantillon 
a été enrichi par ces 5 groupes séparément, et chaque enrichis- 
sement éprouvé sur toutes les bactéries de la collection. 


Technique. — i° L’eau prélevée est mélangée en parties égales avec 
de l’eau peptonée (peptone séche 60 g., NaCl 6 g., eau 1.000 cm? ; 
précipitation 4 120° ; filtration ; pH = 7,5 ; stérilisation). 

2° Bain-marie trente minutes 4 56°. 

Se iltiionsmest0— 10—2, 105 10-4 et 10-°) avec de 1 eau, pep- 
tonée (peptone séche 30 g., NaCl 3 g., eau 1.000 cm’). 

4° Distribution de l’eau chauffée et de ses dilutions dans une série 
de sept tubes a essai, par 10 cm*. La série contient, aprés la distribu- 
tion : 5, 1, 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 et 0,00001 cm* d’eau & analyser. 

5° Préparation de cing séries semblables. 

6° Ensemencement de chaque série par un groupe de bactéries (indi- 
qué plus haut). 

7° Etuve & 37° pendant quatre heures (avant Ja mise a 1’éLuve, ces 
tubes sont rapidement réchauffés dans le bain-marie 4 37°). 

8° Chauffage & 56° pendant trente minutes. 

9° Epreuve sur toutes les souches du groupe coli-typhique-dysen- 
térique de notre collection (0,01 cm* environ de la culture a partir 
de chaque tube, sur une plaque de gélose, sans étalement). C’est seule- 
-ment la lyse compléte qui est prise en considération le lendemain. 

Les résultats sont exprimés par le m¢me procédé qui nous sert 
dans nos recherches quantitatives du bactériophage dans l’eau [8}. 
C’est-a-dire : le chiffre 1 signifiera que le bactériophage n’a pu ¢tlre 
décelé que dans 20 cm? d’eau ; le chiffre 2 dans 10 cm? ; 4 dans 5 cme 
20 (2,101) dans 1 cm? ; 200 (2,10?) dans 0,1 cm* ; 2.000 (2,10°) dans 
0,01 cm? ; 20.000 (2,104) dans 0,001 cm’, etc. La quantité maxima 
d’eau prise dans nos recherches est 20 cm’. 

Comme nous l’avons indiqué, l'eau prélevée est chauffée a 56° C. 


Aon. 
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Ce chauffage est indispensable pour éliminer les germes existant dans 
l'eau ; dans nos expériences, les phages ne doivent se régénérer que 
sur les souches introduiles par nous. 

Nous avons comparé la teneur en bactériophages de eau avant ct 
apres le chauffage de celle eau d 56° C. La quantité des phages, actifs 
sur B. typhique Vi-4 et B. coli 36 est sensiblement égale dans les deux 
échantillons (chauffé et non chauffé). Il semble bien que le chauffage 
de l'eau 4 56° C ne diminue pas la tencur de cetle eau en bactériophages. 


Les résultats obtenus ont permis d’apprécier la valeur de nos 
souches pour la détermination du bactériophage Vi dans les 
eaux. Les enrichissements de l’eau effectués soit avec B. coli 36 
seul, soil avee un groupe de bactéries coli-dysentériques, ne 
contiennent jamais de bactériophages aclifs sur le B. typhique 
(O, H ou Vi). D’aprés ces résultats, nous voyons que nos bac- 
téries du groupe coli-dysentérique indiqueraient la présence des 
phages homologues, mais ne peuvent servir & la délection des 
phages typhiques (tableaux I et II). 


Tasteau I. — Sensibilité de différentes souches ¢o/i-typhique-dysen- 
tériques, vis-a-vis des bactériophages de ]’eau, aprés l’enrichis- 
sement de cette eau avec 8. coli 36. 


PRELEVEMENTS BACILLES 
es 
Date be i % = x 8 S = 
Lieu E 80 58 a) 2, < Ss i 
OAT-1945 rH} | a} eo} S = 
(1947-1948) aie Aa Neo (= a S & 
A, 
TOEMALS sets, Seine 2,107]; 0 Ones 108 ee 0 ha MU 
a Epinay. 
CUM ASL: ots » ye AN 11) 0 OFZ ROR 2 TOM en0 0 
22 octobre . . Egout. 2,40'| 2,10%| 240%! 2,404] 2,105) 2,10%) 2,408] 2,102 
10 novembre . » 2,40*) 2,40%) 2,405] 2,403) 2,40*| 2,103) 2,40! 0 
31 janvier .. » 2,10*) 2,402] 0 Oo Wee) NOS Os eae 0 
TeLOVELCT s wes » 2,104) 2,404) 2,408) 2,104) 2,104) 9,404) 2,408) 0 
14 février. . . » 2,10*) 2,404] 0 One OS OFS a0 0 
29 mars... » PM hl eee) 0 0) 2408 :2).4041), 10 0 
derjuin. ... » 2,108 Og 2 10812, 108 0 0 
Cerin. 8s as > 2, 10°] 2,10; 2,40*| 2,40*) 2,109) 2,40*| 2.40%] 2,10? 


[Avec les souches : B. typhique O et H-Lister, B. paratyphique A-Kauffmann et 
B. typhiques Vi (Ty 4, Ty 1, Ty 7, Ty 403, Ty 301, Ty 2, Ty’ D, Ty Boeglin, Ty Scha- 
nange et Ty Kiss), les résultats ont été négatifs}. 


———L LL 


Les enrichissemenls de leau effectués avee les bacilles 
\yphiques O et II, ainsi que paratyphiques A et B contiennent sur- 
tout des phages actifs sur les B. coli-dysentériques ; beaucoup 
moins de phages typhiques O, II, A, B, et peu de phages Vi. 
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TABLEAU ll. — Sensibilité des différentes souches coli-typhique-dysen- 
tériques vis-a-vis des bactériophages de l’eau aprés l’enrichisse- 
ment de cette eau avec les bactéries coli-dysentériques, 


SR I SRE ST WE RS SPE SSE RS NSS SN 


PRELEVEMENTS BACILLES 


Date 


Shiga 4 
Shiga 2 


(1947-1948) 


Paradys. Y6R 


43 mars. .| Seine 2,40°| 2,4U! 2,410! | 2,10! 2,407 | 2,108 


a Epinay. 


6 mars. Plater e fa) 4 | aap 0 | 2,10 
34 janvier. Egout. 2 A022 AOS 2408 2.408 1-2-4104 2,107) 2,10° 
7 février P 2,407) 2,108 | 2,10° | 254168 | 2,408 2,40‘) 2,10? 
44 fevrier . 2,108 | 2,408 | 2.40% | 2,10! | 2.404 0 | 2,102 
23 février : 2108), 2540* | 2,402 .2,108| 2.408 0 0 

AerUIn, es 2A 2,10! | 2,40 | 2,10? 208192404 


[Avec les souches : B. typhique O et H-Lister et B. typhique Vi (Ty 4, Ty 1, Ty 7, 
Ty 403, Ty 301, Ty 2, Ty D, Ty Boeglin, Ty Schanange et ‘'y Kiss), les résultats ont 
toujours été négatifs]. 


Done ces souches ne peuvent servir 4 nos recherches (tableaux III 
et IV). 

Nous avons ensuite enrichi l’eau avee Je quatric¢me groupe de 
hactéries, conslitué par 9 souches typhiques Vi. Les résultats sont 
plus satisfaisants et nous avons réussi & mettre en évidence dans 
Peau, des phages typhiques Vi. Mais le filtrat contenait en méme 
temps des phages actifs sur les B. dysentériques (les phages 
aclifs sur les B. coli étaient plus rares), ce qui indiquerait que 
les 9 souches Vi, prises pour l’enrichissement, posséedent, en 
méme temps que l’antigéne Vi, d’autres antigénes. Il serait 
préférable que lantigene Vi soit dominant dans les souches 
employées dans nos recherches. Cette spécificité nous permettrait 
V’extraction de l’eau, des phages Vi de préférence, et éviterait 
autant que possible Pobtention d'autres bactériophages (tableaux V 
et VI). 

L’enrichissement de l’eau avec le B. typhique Vi-4 pris seul (8), 
nous a permis de mettre en évidence les bactériophages actifs 
seulement sur les souches typhiques Vi. Les enrichissements de 
eau avec cette souche ne conltiennent jamais de phages actifs 


(3) Le B. typhique Vi-4 est agglutinable par le sérum anti-Vi et 
inagglutinable par les sérums anti-O. et anti-H. De tous les phages de 
notre collection, seuls les trois phages Vi sont actifs sur cette souche. 


ie 


7 m 7 ee ~ ~ ot oe 
: 
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‘Tapteaux Ill et IV. — Sensibilité de différentes souches ¢eoli-typhique- 
dysentériques vis a-vis des bactériophages de eau, aprés l’enri- 
chissement de cette eau avec quatre souches du B. typhique 
{O, HB; A,B): 


Tasieau III. 


LL 


PRELEVEMENTS BACILLES 
a load a 
Date (1948) Lieu > =} 
| a) ve D> 
ia a 
6 mars. .| Seine 0 0 0 0 0 ORvie 20 0 0 0 
a Epinay. 
A2°Mmars. 5s » 0 0 0 0 0 0 0 0 0) 0 
2 février .| Egout. | 2,40%/ 2,102} 0 | 2,407} 2,10*| 2,40°| 2,10° 1:09), 2,407) 29:0? 
4 A 10 4 
0 0 0 0 
0 0 0) 
i 1 4 


Ty 
vied 
Ty 403 
Ty 301 
Ty 2 
Ty D 


Ty Boeglin 
Ty Schanange 


2107 hs 2,10 
7 février . » 0 13.10!) 2,404) 9.404) 2570! | 2.208) 2408) 2.408) 2510s 2 aus 
A4& février . » 0 0 | 0 0) 0 0 
29 février . » 0 0 | 0 0 i) “0 0 
ACSipp hbase ts » 2,407 | 2,40! 2108 208) Sd OM Oey oad Oe im ea Oe 


TABLEAU LY. 


BACILLES 
PRELEVEMENTS | - E 
? a2 = fea) o) a : ° ~ * 
((948) 5 i 8 S AS 
; ss S & oo % ¢ = x - 
oS o = ¥ = , es = pad 
Se = Pu a wn é n ¢ c ro) = 
ra ~ | 
6 1a the Ae pe Wea 0 0 240" 0) DAO*) 2,404) 25408 2) 1108 0 | 
43 mars ....| 0 0 0 1210} 0 240'|240'| 4 | 2,408 | 
10! 
ik 


Ty O-Lister 
Ty H-Lister 
Shiga 1 


Paradys. Y6R 


2 février ; .°.| 2,40*} 2,40%| 2 
ddévrier . . .| 2,404|'2,10!) 2, : 2 a 
PEQUOVILET er. s\n) U 0) UR PP LES beet} 0 0) 0 
29 février ft ee 0) 0 0 2107 |" 0 2,109 | 2,407) 2,40" | 2,408 
Mer. hs, Us 25404 42,408 | 2.4102 82402 2,10' 0 


sur les bactéries coli-dysentériques ou sur les souches typhiques 
non Vi (tableau VII). ’ 

_Ces résultats montrent qu’avee des souches étroitement spéci- 
fiques, il est possible de déceler dans les eaux des bactério- 
phages Vi principalement. Pour que les résultats soient plus 
complets, d’auires souches, sensibles aux différents groupes du 
bactériophage Vi, sont nécessaires, mais cela n’est qu’ une ques- 
lion purement technique. 


( 


BACTERIOPHAGES TYPHIQUES VI DANS LES EAUX 491 


Taptnaux V et VI. — Sensibilité de différentes souches coli- -typhique- 
dysentériques vis-a-vis des bactériophages de l'eau apres lenri- 
chissement de cette eau avec neuf souches du B. typhique Vi. 


TABLEAU V. 
aaa 
PRELEVEMENTS BACILLES 
oO 
Bl ee 
Dates na a al rs Ss S A a Q 7) g a 
$ leu > a mB < = Ss i) a at 
(1947-1948) ahh Sh 0) gt ee (ae eRe We (Om s sy > 
Ss a a 
H mB 
a 
5 novembre. .| Seine | 2,10! OH) Se AOR ee Ota Ot eo Oe Oetnond Oemeoe tis ) 
a Epinay. 
Grammars wus = » ZZ Ok 200% 12,108 2102 2,402 OP 2562 Or r0F 0 
BTV DSi is c-ce oir » 4 4 HOA ee 4 0 4 4 0. 
40) novembre: .| Egout. | 2,10* | 2,40* | 2,40* | 2,107 | 2,10* | 2,10" ON Re tO raaO) 2108 
46 janvier. . . > 2,109 2408 | 2.40% 2108} 240"|240¢] 4 | 9408] 2,402] 27402 
2 février... > QAD | 2A02 1 2.40% | 25408) 2.403 1-210? 210% | 2540? | 2402) 25402 
7 février... » 240% |-2,40* | 2,102 9°409 20 Oro 0 | 2,407) 2,402) 2.40% 
44 février ... » DAG 2 A022 102) 2 4G 1 2002 1-2 1087-2 AO* | 2 4021) 2108 | 2 08 
EO TEVRIER, — 12 hs » DAG DAO oA Oa 2Oe Nee A Oe a0: 0 Os 202 WD AOz 
mise Aor isn a), » QeM02 12502 1 220108) 2 40s) 2 104 0 | 2,40") 2,40! | 2,104 


a RE ARS a A EE EE ERIE SE a TE ET | 


TaBLEAu YI. 
EE EEE ee 


BACILLES 
PRELEVEMENTS s B al 7 
; 2 a a faa) i) = XR ; re) = oO 
(1947-(1948) iS 3 s é 3 < 6 é ° 8 = 
fo) eal 3S S = = = cay a) 3 3 
ie % Ay Oy nm nm TL x 1S) S 2 
ical = a = 

a 

5 novembre... .| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 mars. Pasay 2h) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
MAS NTATSEs «bos aces 0 0) 0 0 0 2,108 0 0 0 0 
40 novembre. . . ./2,10'| 0 0 0 12,40] 0 |2,40'|2,107}2,102} 0 0 
NG: yamivier’ .*. 2. 7. DA 0* 2.107, 2,40% | 2,407 0 0 0 0 0 0 0 
DAEKTMCR iat 2,10? | 2,40? | 2,402 | 2,402 | 2,10? | 2,10? | 2,40* | 2,407 | 2,107; 0 0 
TREN AMIGSE (Ge e.g OLN ies LD 0 0 0 12 40212404) 2.407) 0 0 0 
SATCENOOIED. gare auct. Soe flee Uo sot) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
DOfEVTICP aa are. at £0 0 0 0 0 251 OP 2.810% 12,4102 0 0 0 
Meera eres eer Mer lee LO oO 2 AOA 0) Oe C21 6% 0 0 


i i ale eee eee 
Il. — ComporteMENtT DU BACTERIOPHAGE TYPHIQUE Vi DANS L’EAU. 


Oue deviennent les bactériophages Vi pendant leur séjour dans 
Veau ? Sont-ils assez résistants pour ne pas disparailre trop rapl- 


Pr 


Con /aaee 
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TasLteau VII. — Sensibilité de différentes souches coli-typhique-dysen- 
tériques, vis-a-vis des bactériophages de leau, aprés l’enric is- 
sement de cette eau avec le B. typhique 4. 


1 a SR SR SRR SR SIS 


PRELEVEMENTS BACILLES 
5 
S 2 : 
~ _ Ure! oO A 
pate eed Mal PAianiCi re, bee pl een eller brin 
AQ . . — ‘3 fo} _— 
Date (1948) Lieu & a AS > & f 2 a 3 > 
ala 
6 mars. .| Seine | 2,10! | 2,40! |) 2,40 | 2,40! | 2,40! 2,10! OP 240821 6r 0 
a Epinay. 
1aeINOTS s. < » 4 4 4 4 4 4 0 4 4 0 
Bosmatr s+. » 2,40! | 2,40° | 2,404 |. 2,40! | 2,101 0 |2,40!) 2,404] 2,10! 
5 juin ‘ » 2,10! 0 | 2,40! | 2,40! 0 0 0 |2,40! 0 0 
46 janvier .| Egout. | 2,40! | 2,402 | 2,410® | 2,40! | 2,20" | 2,104 | 2,40} 2,404) 2,40! | 240° 
31 janvier . » 2,40* | 2,408 | 2,40* | 2,40 | 2,40° | 2,10! 2) 408 2408 12 10s 
7 février . » 2,10 | 2,40°| 2,40° | 2.40%] 2,408 0 0 | 2,108] 2,408 0 : 
44 février » 2,108 | 2,408 | 2,408 | 2.40%] 240°) 2,408} O | 2,40%) 2,408 2,40% 
29 février ) 2.40%] 2,40* | 2,407 | 2,10% | 2,109) 2,407] O | 2,407) 2.40%) 2,407 


Avec les souches : B. typhique O- ct H-Lister, B. paratyphique A-Kauffmann, B. paraty- 
+hique B-Rouland, B. de Shiga 0, 1 et 2, B. paradysentérique Y6R, B. coli 36, 304 et V.C.,, 
ies résullats ont toujours été négatifs. * 


dement, et surtout, pour ne pas perdre leur spécificité envers le 
B. typhique Vi? 

Pour nos éludes nous nous sommes servie des 3. bactério- 
phages Vi du D* Scholtens. Nous avons observé leur titre pendant 
leur séjour dans l’eau de Seine, prélevée 4 Epinay. Cette eau est 
préalablement chauffée une heure a 56° C, distribuée en fioles 
et inoculée avec les 3 phages (Vi-H, Vi-8, Vi-E). Le tout est 
porté a Vobscurité, a 4° C. Dans ces conditions, les résultats des 
litrages nous montrent que le titre des 3 bactériophages ne 
diminue pas rapidement. Nous avons méme observé, pendant les 
_premiers jours, une augmentation assez considérable de ce titre. 
Cette augmentation n’est pas due a une technique défectueuse, 


puisque nous l’avons souvent observée dans des expériences de - 


ce genre [9]; d’autre part, nous titrons le bactériophage toujours 
sur deux plaques de gélose (tableau VIII). 

A la température de 17-20° C, le titre de ces 3 bactériophages 
diminue plus rapidement. Mais durant des semaines ils sont 
encore décelables en quantité suffisante (tableau IX-A), 

La lumiére du jour provoque une disparition rapide du bac- 
tériophage Vi-H dans l’eau. Exposé en. pleine lumiére a une 
fenétre orientée au nord, il diminue rapidement son _ titre 
(tableau IX-B). 


DATE (1948) 


20 janvier 
Z 241 janvier 
A 22 janvier 
24 janvier 
26 janvier 
27 janvier 
28 janvier 
29 janvier 
3 février 
41 février 
46 février 
25 février 


lumiére. 


Bactériophage H 


ao 
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TastEau VII1. — Gomportement de trois bactériophages Vi 
pendant leur séjour dans l'eau de riviére a 4° C. 


SS SS a A REESE PN RR EE 2 TSS RE OE ENTE 


QUANTITE DU BACTERIOPHAGE (PAR 0,05 cm*) 


664. 


-866. 
240. 
320. 
938. 
420. 
480. 
132. 
618. 


780 


800. 
266. 


000 


000 
000 
000 
000 
000 
000 
000 
000 


000. 


000 
000 


NNWNEFwOHWNYE 


41.540. 
470. 
256. 

604. 


Batériophage 3 


428. 
480. 
. 740. 
536. 
-410. 
900. 
410. 
560. 
.510. 


493 


Bactériophage E 


000 7.700 
000 
000 
000 418.700 
000 
000 13.600 
000 48.000 
000 16.500 
000 
000 5.780 
000 6.800 
000 
000 


/ Date (1948) 


(par 0,05 cm3) 


Quantité du bactériophage 


Vi H Vi 3 
3 février.| 68.400 419.000 
4 février. 97.400 436.000 — 
9 février. 44 800 443.200 
44 février.| 43.000 
46 février.| 22.600 
25 février.| 16.300 20.860 
2 mars... 7.900 


Date 


(1948) 


13 avril. . 
Webengat as 
AZ avril. . 
46 avril. . 


TaBLEAuU IX, — A. Comportement de trois bactériophages Vi pendant 
leur séjour dans l’eau de riviére 4 17-20° C; B. Comportement du 
bactériophage ViH pendant son séjour dans l’eau de riviére a la 


Quantité 
du bactériophage Vi H 


(par 0,05 em’) 


Heures 
Lumiére 
0 4.740 
7 400 
29 223 
712 0 
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Obscurité 


1.740 
2.190 
4.710 
4.240 


——__ EEE 


Au’ cours de nos recherches, nous avons pu constater que la 
spécificité des 3 bactériophages ne disparait pas pendant un 
séjour, méme prolongé, dans l’eau. Conservés soit a 17°, soit 
a 4° C, prélevés périodiquement et enrichis sur le B. typhique Vi-4, 
les 3 bactériophages se conduisent 4 peu prés de la méme 
maniére avec les souches Vi, sur lesquelles ils étaient actifs au 
début de l’expérience (sauf le spectre de lyse chez le phage Vi-E, 
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qui a vite diminué).. Dans nos expériences, aucun de ces bacté- 
riophages n’est jamais devenu actif sur une autre bactérie et sur- 
tout sur les bactéries coli-dysentériques. 


Technique. — 1° L’eau de Seine est chauffée une heure a 56° C. 

2° Distribution dans les trois fioles. 

3° Inoculation par les trois bactériophages Vi, séparément (Vi-H, Vi-3 
et Vi-E). 

4° Glaciére 4 4° C ou laboratoire 4 17° C. Obscurité. 

5° Titrage quotidien des bactériophages. 

6° On préléve, chaque semaine, 1 cm* A partir de chaque fiole et 
on régénére séparément chaque prélévement sur le B. typhique Vi-4. 
Filtration sur bougie Chamberland. 

7° Les filtrats ainsi obtenus sont titrés sur B. typhique Vi-4. 

8° Epreuve de ces filtrats sur les différentes souches du B. typhique 
Vi de la collection. Chaque filtrat est toujours éprouvé avec deux dilu- 
tions (dilutions contenant 1.000 et 100.000 corpuscules par centimétre 
cube). 0,01 cm® de chacune de ces dilutions est déposé sans étalement 
sur une couche bactérienne en croissance. Le lendemain, la lyse com- 
pléte indiquera les résultats positifs. 


Ces observations encore peu nombreuses montrent pourtant la 
stabilité de nos phages Vi, placés dans l’eau de riviére. Les fac- 
teurs physiques tels que la température, la lumiére, interviennent 
ici d’une facon trés nette. C’est pourquoi il est nécessaire de 
mener ces études hors du laboratoire, dans des conditions se rap- 
prochant le plus de la nature. Mais, dés maintenant, un fait 
primordial apparait nettement, c’est que dans l’eau la spécificité 
de nos phages ne disparait pas. 


III. — Teneur EN BACTERIOPHAGES Vi 
DES EAUX DIFFEREMMENT POLLUEES. 


Les bactériophages Vi sont-ils assez fréquents dans les eaux 
et leur quantité ne dépend-elle pas de 1’état sanitaire de ces 
eaux ? Fait important, car c’est seulement aprés des recherches 
positives qu’on pourra envisager la détection du B. typhique 
dans les eaux a l’aide du bactériophage. 

Pour cela, nous avons cherché dans des eaux différemment 
polluées la quantité de phages Vi. Ces recherches ont été menées 
a ’aide de notre souche typhique Vi-4, la plus spécifique de notre 
collection, comme nous l’avons indiqué plus haut. La teneur de 
ces eaux en bactériophages actifs sur le B. coli 36 et les données 
colimétriques fournies par le Service des Eaux de la Ville de 
Paris, nous ont servi 4 déterminer le degré de pollution bactério- 
logique de ces eaux. Les résultats montrent que les bactério- 
phages Vi ne se rencontrent pratiquement pas dans les eaux peu 
polluées. Dans les eaux souillées, la teneur en bactériophages Vi 
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peut étre considérable. Cette quantité varie d’aprés 1]’état sani- 
taire des eaux prises pour nos recherches : plus 1’échantillon 
d’eau est souillé, plus la quantité de bactériophage Vi est abon- 
dante (tableau X). 


Tasteau X. — Teneur en bactériophages typhiques Vi 
des échantillons d'eau différemment polluées. 


DEGRES DE POLLUTION BACILLES 
e ee BS » 
=e sg ~ — t 3S S R =) g 2 
Sas °. = e $ % 
E Cea ee eines eee ec ae” [aes ee 
a8 se a a eRe fee He 
a = a 
35510" 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2510 2,104 4 0 4 4 4 4 4 4 0 
ARAOe 2,10? 2,104 OP 25704) 2,408 2107 1 2104 | 21108] 2404 0 
4,407 270= 2,40* | 2,10? | 2,10? | 2,404 | 2,404 | 2,404 | 2,40 | 2,404 | 2,104 
3,107 2,108 2580225407 10) 2) 25402 VON0? W202 N29 105 | Oea08 
7,107 2,404 2,16° | 2,10? | 2,408 | 2,40 | 2,109 | 2,40 | 2,407 | 2,403 | 2,403 


» 


Nous tenons a exprimer au D* Coin, chef du Service de 
Contréle des Eaux de la Ville de Paris, notre reconnaissance 
pour les résultats des numérations du B. coli des eaux, qui sont 
exprimés dans le tableau X. Les différents échantillons d’eau 
qui ont servi dans nos recherches nous ont été également fournis 


par lui. 
* 
* * 


D’aprés nos recherches, nous constatons que les 3 bactério- 
phages Vi, placés dans l’eau de riviére, dans les conditions du 
laboratoire, gardent leur spécificité et ne perdent que lentement 
leur activité. Il est possible d’utiliser les souches, permettant 
de déceler dans les eaux exclusivement les bactériophages 
typhiques Vi. La souche de B. typhique Vi-4 peut servir 
d’exemple. Nous avons aussi observé, que les bactériophages Vi 
se trouvent dans les eaux polluées et que leur quantité semble 
varier par rapport au degré de cette pollution. 

Il serait encore prématuré de tirer des conclusions de ces 
résultats. D’autres expériences s’imposent, comme l’étude de 
de ces phages dans des conditions naturelles et, surtout, l’étude 
des eaux dans les régions épidémiques. Mais ces premiéres 
recherches nous donnent déja la certitude que, pour la détection 
dans les eaux du bacille typhique, la technique bactériophagique 
apportera des résultats positifs. 
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RESUME. — 


1° Les recherches des bactériophages typhiques Vi dans les 
eaux sont envisagées comme un moyen de définir la souillure de 
ces eaux, par le bacille typhique. 

2° Il est possible de rechercher dans les eaux essentiellement 
les bactériophages typhiques Vi, a l’aide de souches étroitement 
spécifiques (en particulier avec le B. typhique Vi-4). 

3° Les phages Vi, dans les conditions du laboratoire, gardent 
dans l’eau de riviére leur spécificité et diminuent lentement 
d’activité. 

4° La teneur de différents échantillons d’eau en bactériophage Vi 
dépend du degré de pollution de ces eaux. 
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